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 PRÓLOGO 
 
 La acuicultura es una actividad de gran importancia socieconómica para las 
áreas costeras de muchos países. Ofrece oportunidades que promueven el empleo y 
actúan como motor de desarrollo contribuyendo al alivio de la pobreza, reduciendo la 
sobreexplotación de los recursos naturales costeros y mejorando la seguridad 
alimentaria. Sin embargo, la gran variedad de enfermedades infecciosas existentes en 
la actualidad que afectan a instalaciones de cultivos de todo el planeta, ponen en 
riesgo el crecimiento de la producción acuícola. En este sentido, la adopción de una 
estrategia basada en la prevención de enfermedades, más que un tratamiento 
terapéutico, es crucial para la expansión de una actividad acuícola sostenible y 
compatible con el medio ambiente. Asimismo, una estrategia de esas características es 
fundamental para lograr la obtención de productos acuícolas saludables al mismo 
tiempo que garantiza el bienestar de los animales.  
En el caso de la acuicultura de moluscos marinos, la actividad acuícola se 
desarrolla, normalmente, de manera extensiva en el propio medio natural en el que los 
organismos habitan; por lo que el empleo de antibióticos u otros tratamientos químicos 
se presenta como inviable, poniendo de manifiesto la absoluta necesidad de desarrollar 
programas eficientes de prevención de enfermedades para moluscos bivalvos. Estos 
animales son seres filtradores que viven en una gran variedad de ambientes diversos 
donde abundan otros organismos de naturaleza comensal, oportunística y patógena 
compuesta por endoparásitos como Mytilicola y Urastoma; protozoos como Bonamia, 
Haplosporidium, Marteilia o Perkinsus spp; virus como los herpes-virus o iridovirus y 
bacterias del género Nocardia o Vibrio, entre otras. Estos microorganismos pueden 
mermar las defensas inmunes de los bivalvos durante periodos críticos y producir 
episodios de mortalidades masivas que llevan asociados grandes pérdidas económicas. 
Algunos grupos de investigación vienen centrando sus esfuerzos, desde hace varios 
años, en la búsqueda de estrategias que ayuden a mejorar el estado inmunológico de 
los moluscos bivalvos frente a las enfermedades, estresantes ambientales o 
contaminantes de origen antropogénico pero desafortunadamente, el conocimiento 
actual sobre el funcionamiento del sistema inmune de estos organismos es limitado. El 
mejillón mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) (Lamarck, 1819) a diferencia de otras 
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 especies de bivalvos de interés acuícola como la ostra o la almeja, no se ha visto 
implicado en eventos de mortalidades a gran escala. Se trata de una especie altamente 
resistente, capaz de adaptarse a diferentes ambientes y soportar factores externos de 
diversa índole siendo empleado, frecuentemente, como biomarcador de contaminación 
ambiental.  
La descripción de genes y proteínas que participan de manera activa en las 
respuestas inmunes, puede aportar información de gran interés acerca de los 
mecanismos implicados en la protección de los moluscos bivalvos, como el mejillón, 
frente a factores externos. Varios son los genes relacionados con la defensa inmune 
identificados en este molusco que presentan una gran similitud respecto a sus 
homólogos descritos en vertebrados pero, en general, el número de genes 
caracterizados en bivalvos, en comparación con otros grupos taxonómicos, es muy 
reducido.  
Uno de los procesos que ha sido escasamente investigado en moluscos bivalvos 
es la apoptosis. La muerte celular programada o apoptosis, consiste en la eliminación 
de células dañadas o infectadas a través de un proceso considerado vital para el 
desarrollo embrionario, sistema inmune y mantenimiento de la homeostasis de los 
tejidos. Se ha visto que fallos en el mecanismo apoptótico en humanos, conducen al 
desencadenamiento de enfermedades como el cáncer, Parkinson o Alzheimer. La red 
apoptótica en moluscos es compleja y presenta características que la convierten en un 
proceso único respecto a otros organismos. Éstas podrían estar relacionadas con el 
hecho de que se trate de organismos sedentarios que están continuamente expuestos 
a cambios ambientales y otros factores de diversa naturaleza. En este sentido, el 
mejillón mediterráneo es un invertebrado con potencial para ser empleado como 
modelo animal en el estudio de los mecanismos implicados en las estrategias de 
defensa, ya sea durante los estadíos más tempranos de desarrollo o en organismos en 
edad adulta. 
En el presente trabajo se recogen los resultados obtenidos durante el estudio 
de identificación y caracterización, tanto desde un punto de vista estructural como 
funcional, de quince nuevos genes que se expresan activamente a lo largo del 
desarrollo del mejillón, frente a patógenos, compuestos genotóxicos y estresantes 
ambientales como contaminantes o radiación ultravioleta.  
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 La presente memoria de tesis incluye una introducción de carácter general cuyo 
objetivo es delimitar el contexto de los experimentos realizados así como, definir 
aquellos conceptos considerados de esencial importancia para la comprensión del 
trabajo en su conjunto.  
En el primer capítulo se incluyen los resultados fruto de la descripción de tres 
nuevos genes: ApelB, ApelP y Macp, jamás descritos en moluscos bivalvos y que están 
relacionados con la superfamilia del complejo de ataque a la membrana y perforina 
(MACPF); una de las mayores familias de moléculas formadoras de poros y de la que 
existen muy pocas referencias en organismos invertebrados. Los estudios funcionales 
llevados a cabo con estos genes, se basaron en el análisis de expresión de los mismos 
mediante PCR cuantitativa durante el desarrollo larvario del mejillón (Mytilus 
galloprovincialis). Los resultados desvelaron una regulación positiva específica de cada 
proteína para cada estadío de desarrollo sugiriendo la implicación de estos genes en el 
desarrollo larvario del mejillón. Los genes ApelB y ApelP se expresaron de manera 
significativa en los estadíos de blástula y trocófora, mientras que Macp se expresó en 
el estadío de veliger. La PCR cuantitativa reveló una regulación positiva de los tres 
genes en varios tejidos infectados con Vibrio anguillarum  y estimulados con patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMPs), de individuos adultos, sugiriendo la 
participación de estas proteínas en los mecanismos de defensa del mejillón 
mediterráneo. 
En el capítulo II, se describen seis genes pertenecientes a la familia de las 
caspasas, la cual, se divide en base a una serie de criterios, en dos grupos: caspasas 
iniciadoras y caspasas ejecutoras. Desde el punto de vista evolutivo las caspasas son 
proteínas muy conservadas y además juegan un papel crucial en el 
desencadenamiento de la apoptosis. A pesar de que las caspasas han sido descritas en 
vertebrados y en invertebrados modelo como Caenorhabditis elegans y Drosophila 
melanogaster, existen muy pocos trabajos que centren su atención en la 
caracterización de estas proteínas o incluso en el estudio de la modulación de su 
expresión a través de diferentes estímulos en moluscos bivalvos. Dentro de las seis 
caspasas descritas en el presente trabajo, dos de ellas pertenecen al grupo de las 
caspasas iniciadoras y las cuatro restantes se incluyen en el grupo de las caspasas 
ejecutoras. Ambos tipos de caspasas poseen características estructurales que las hacen 
diferentes de otras caspasas previamente descritas en organismos vertebrados e 
invertebrados.  
17
Prólogo
 Los estudios funcionales llevados a cabo, demostraron que existen elevados 
niveles de expresión de estos genes en la glándula digestiva y las branquias de 
mejillón; tejidos en los que el proceso apoptótico es altamente activo para la 
eliminación de células dañadas y el mantenimiento de la integridad estructural y 
funcional de los tejidos. En hemocitos se registraron valores significativos de expresión 
probablemente debido al papel de la apoptosis en la defensa contra patógenos que 
tiene lugar en estas células. Para poder comprender y analizar los mecanismos de 
regulación de estos genes, los hemocitos se trataron con luz ultravioleta, PAMPs y 
contaminantes de naturaleza orgánica. Posteriormente, se llevó a cabo la evaluación 
de los niveles de apoptosis mediante técnicas de microscopía, citometría de flujo y PCR 
cuantitativa. Los resultados obtenidos sugieren que las caspasas de mejillón, se 
modulan de manera activa frente a patógenos, estresantes ambientales y 
contaminantes.  
En el capítulo III se caracterizan otros seis genes pertenecientes a distintas 
familias proteicas, implicados en el mecanismo apoptótico mitocondrial. Mediante el 
empleo de la técnica de citometría de flujo, se estimó la producción de radicales de 
oxígeno (ROS) en hemocitos de mejillón estimulados con luz ultravioleta. La utilización 
de diferentes inhibidores apoptóticos sirvió para bloquear algunas de las rutas de 
señalización implicadas en apoptosis y bajo esas condiciones se midió el nivel de 
muerte celular programada de los hemocitos. 
Los genes caracterizados en mejillón presentaron relaciones filogenéticas más 
cercanas a sus homólogos en vertebrados que incluso a los presentes en 
invertebrados. Se observó que los hemocitos de mejillón poseen la capacidad de 
producir ROS tras su exposición a luz ultravioleta. Dentro de los dos tipos de 
hemocitos, los granulocitos mostraron una mayor capacidad de producción de ROS, en 
comparación con los hialinocitos, al igual que ocurre en otras especies de bivalvos. El 
uso de agentes inhibidores alteró la producción de los niveles de apoptosis, en algunos 
casos, de manera distinta a lo observado en otros procesos experimentales y/o tipos 
celulares revelando que, el efecto de los compuestos inhibidores sobre las células de 
mejillón irradiadas no es universal, siendo altamente dependiente de las condiciones 
bajo las que se desarrolla el experimento. Además, se demostró mediante PCR 
cuantitativa, la existencia de una regulación de la expresión génica en hemocitos de 
mejillón, la cual se moduló activamente en hemocitos irradiados a lo largo de los 
diferentes puntos de muestreo. El nivel de expresión de los genes apoptóticos 
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 mitocondriales en hemocitos se vio influenciado por el tratamiento de estas células con 
el reactivo Pifithrin-alpha. En este capítulo, también se incluyó lo que se denomina en 
este trabajo como “Mapa apoptótico de los moluscos bivalvos”. Dicho mapa, incluye 
todos aquellos genes, con un papel destacado en los mecanismos de señalización 
apoptótica, descritos hasta la fecha en estos organismos. Se trata de una hoja de ruta 
que pone de manifiesto los logros alcanzados en el estudio de la apoptosis en 
moluscos, pero que a la vez, deja constancia de la necesidad de seguir investigando en 
este campo, dada la gran cantidad de genes que quedan por caracterizar y que 
suponen piezas clave para entender el complejo entramado que constituye la 
apoptosis.  
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“El agua fluye, las piedras permanecen…” 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
EL MEJILLÓN M yt i lu s ga l loprov incia l i s  
 Los antiguos autores griegos y latinos designaban a los mejillones o formas 
afines bajo el nombre de <<μυτίλος>>, <<mitilus>>, <<mytilus>> o <<mitylus>>, 
término tomado en el año 1554 por Rondelet. En 1758 el género Mytilus fue creado 
por Linné quien le otorgó un sentido amplio. Sucesivamente, otros autores fueron 
acotando el género hasta reducirlo a las dimensiones actuales (Lubet, 1973).  
El mejillón mediterráneo, Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819), cuyo 
nombre procede del latín <<mitulus>> y <<galloprovincialis>> o provincia de Galia; 
es un metazoo perteneciente al phylum Mollusca, el segundo grupo de animales, 
después de los artrópodos, que presenta una mayor diversidad con cerca de 93.000 
especies (Haszprunar, 2001). En el medio natural, los mejillones se localizan 
principalmente en la zona litoral, adheridos formando clústers sobre varios tipos de 
sustratos. La distribución de poblaciones naturales de esta especie no está clara puesto 
que existe confusión en relación a Mytilus edulis (Linnaeus, 1758) siendo ambas 
especies difíciles de distinguir en base a su apariencia morfológica. En general, M. 
edulis se encuentra en latitudes más al norte (Escocia, norte y mitad de Inglaterra) 
mientras que M. galloprovincialis suele estar localizado más hacia el sur. A día de hoy, 
existen dudas sobre qué factores son los que mantienen a las poblaciones de estas 
especies separadas (Craft y col., 2010). Más concretamente, se tiene constancia de la 
presencia del mejillón mediterráneo en las costas Mediterráneas de España, Francia e 
Italia; costa Adriática y Mar Negro y en las costas Atlánticas de la Península Ibérica, en 
el país galo extendiéndose hasta la región de la Bretaña Francesa e Islas Británicas y 
norte de África (McDonald y Koehn, 1988; McDonald y col., 1991; Gosling, 1992; 
Comesaña y col., 1998). El mejillón mediterráneo figura en la Lista de Especies 
Invasoras UICN, como una especie que se ha propagado a lo largo de aguas de todo el 
mundo, principalmente de regiones templadas (costa Atlántica de África del Sur, costas 
Pacífica y Atlántica de América del Norte y costas de Australia, Nueva Zelanda, 
Tazmania, Japón y este de China) en aquellas localidades donde existen grandes 
infraestructuras portuarias (Gosling, 1992; Branch y Steffani, 2003). De ahí que la 
causa más probable de su introducción haya sido la presencia de estos organismos 
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formando parte del fouling del casco de las embarcaciones y las aguas de lastre 
(Carlton 1992; Geller, 1999; Robinson y Griffiths, 2002). Se teme que en Sudáfrica, el 
mejillón mediterráneo pueda desplazar a las poblaciones autóctonas del mejillón 
marrón Perna perna (Bownes y McQuaid, 2006).  
Los mejillones son organismos de naturaleza filtradora estando funcionalmente 
ligados a los productores primarios, principalmente fitoplancton y bacterias; y también 
actúan como acumuladores de calcio y carbono, elementos empleados en la 
construcción de la concha. Además son considerados como los organismos marinos 
conversores de nutrientes y materia orgánica a proteína animal nutritiva, más 
eficientes. Poseen una alta capacidad de adherencia a los sustratos, gracias a la 
presencia del biso, y por ello, M. galloprovincialis constituye una especie ideal para ser 
empleada en acuicultura usando diferentes sistemas acuícolas. Tal y como afirmaron 
Bardach y colaboradores (1972), el cultivo de mejillón es la forma de acuicultura de 
agua de mar más productiva y su proliferación es prácticamente segura. Al igual que la 
mayoría de organismos bentónicos marinos, presenta un ciclo de vida complejo que 
incluye un estadío larvario planctónico y un estadío adulto sésil o sedentario. La 
fecundación es externa de manera que los huevos fecundados se depositan en el 
fondo del mar donde continúa su desarrollo dando lugar a una serie de estadíos 
larvarios móviles. En las Rías Gallegas (noroeste de España) se han registrado puestas 
esporádicas de M. galloprovincialis durante todo el año aunque el máximo periodo 
reproductivo se extiende desde inicios de la primavera hasta finales del verano 
(Andreu, 1958; Andreu, 1965; Villalba, 1995; Cáceres-Martínez y Figueras, 1998a; 
Suárez y col., 2005; Broitman y col., 2008; García, 2009). Tras la fecundación, se inicia 
el desarrollo embrionario del mejillón con la formación del cigoto alcanzando, 
aproximadamente a las 24 horas, el primer estadío larvario de trocófora (Figura 1), 
caracterizado por la presencia de un par de flagelos centrales y un penacho de cilios. El 
segundo estadío larvario es el de veliger, en el que la larva está dotada de un velo. 
Posteriormente, la zona de la charnela adquiere una morfología curva denominándose 
larva umbonada, la cual evoluciona a forma de D (larva D). Por último, tiene lugar la 
aparición del pie en el estadío de pediveliger. Esta fase metamórfica indica que los 
individuos de mejillón, han abandonado los hábitos natatorios para pasar a vivir en el 
fondo, adhiriéndose al sustrato y alcanzando por tanto un estadío juvenil (Bayne, 
1976; Ruiz y col., 2008).  
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Figura 1. Ciclo larvario del mejillón 
(Mytilus galloprovincialis) 
Autores de las fotografías de larvas:  
Dr. Alejandro Romero y Rubén Chamorro 
 
 
 
El mejillón mediterráneo recibe, desde hace muchos años, una gran atención 
por parte de la comunidad científica de ámbitos muy diversos, lo que justifica la 
importancia de esta especie en diferentes campos. Así, son numerosos los estudios 
existentes sobre la fisiología de estos organismos (Labarta y col., 1997), dinámica 
poblacional (Cáceres-Martínez y Figueras, 1998a, 1998b, 1998c) inmunología (Costa y 
col., 2009a, 2009b; Koutsogiannaki y Kaloyianni; 2010; Romero y col., 2011b), 
acuicultura (Andreu, 1958; Bayne, 1991; Molares y Fuentes, 1995; Villalba, 1995), 
biomonitorización ambiental (Beiras y His, 1995; Fernández y col., 2010; Scarpato y 
col., 2010; Moschino y col., 2011), proteómica (López y col., 2002; Tomanek y Zuzow, 
2010) o genética de poblaciones (Diz y Presa, 2008, 2009) y biotecnología (Charlet y 
col., 1996; Tassanakajon y col., 2008; Badiu y col., 2010). 
LA ACUICULTURA DE MOLUSCOS BIVALVOS  
Los productos acuícolas son una fuente muy importante de alimentación a nivel 
mundial, tanto en zonas costeras como de interior, constituyendo un valioso aporte de 
proteínas y nutrientes esenciales (López, 2005; FAO, 2012;). Más de la mitad del total 
de los alimentos de origen acuático consumidos actualmente por la población mundial, 
procede de granjas de cultivo (APROMAR, 2012). Este hecho revela la vitalidad de la 
acuicultura como técnica productiva y demuestra la capacidad de innovación, 
emprendimiento y aprovechamiento de los recursos disponibles tanto en países 
desarrollados como en vías de desarrollo. Y es en estos últimos donde a pesar de los 
niveles relativamente inferiores de consumo de productos pesqueros, esta actividad 
puede desempeñar una función especial en la consecución del aumento de la 
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seguridad alimentaria y el alivio de la pobreza (López, 2005; APROMAR, 2012; FAO, 
2012). Se estima que en el año 2030 más del 65% de los alimentos de origen acuático 
procederá de la acuicultura (FAO, 2012).  
 
Figura 2. Mariscadoras de moluscos bivalvos      Figura 3. Recolección de moluscos bivalvos 
en Túnez              Galicia 
Fuente: © FAO/Giulio Napolitano         Autora de la fotografía: Noelia Estévez Calvar 
 
La acuicultura de moluscos marinos o conchicultura es el tipo de cultivo marino 
más antiguo del mundo. Vio su nacimiento hace millones de años en las costas del 
Extremo Oriente (China, Corea y Japón) donde los ribereños enterraban estacas para 
recoger las ostras y los mejillones que se fijaban sobre ellas. Pero no es hasta el siglo 
XIX cuando se empieza a trabajar en las tecnologías de cultivo de moluscos. En las 
figuras 2 y 3 se observa el proceso de recogida de moluscos bivalvos por parte de 
mujeres tunecinas y gallegas, respectivamente.  
El cultivo de mejillón o miticultura se define como una forma extensiva acuícola, 
totalmente dependiente de los recursos naturales, tanto para la alimentación como 
reclutamiento, y cuya finalidad es la producción de larvas o juveniles de mejillón para 
su cría y posterior comercialización empleando para ello las tecnologías que más se 
adecuen al lugar de cultivo (Lubet y Mathieu, 1999). Las costas francesas de 
Charentes, fueron la cuna de la miticultura moderna desarrollada en bouchots. El país 
vecino posee con bastante seguridad la mayor tradición de cultivo de mejillón puesto 
que se tienen indicios de su existencia ya en el año 1235 (Bardach y col., 1972). En la 
actualidad, el mejillón lidera el cultivo de moluscos bivalvos en Europa alcanzando 
regularmente las 250.000 toneladas anuales. España es el mayor productor de este 
bivalvo seguido de Francia e Italia siendo Galicia la región de mayor importancia y 
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donde se concentra el 90% de la producción total de moluscos bivalvos de nuestro 
país. La miticultura gallega ha adquirido un protagonismo como referente en el 
contexto mundial siendo a la vez un importante motor económico de las zonas costeras 
y del desarrollo endógeno de las economías locales (Franco, 2006).  
El sector mejillonero gallego dotado en la actualidad con un número 
aproximado de 3.337 bateas, produjo en el año 2010, alrededor de 200.000 toneladas 
(APROMAR, 2012) (Figura 4). La miticultura se lleva a cabo en más de 40 países 
alrededor del mundo empleando para ello diversas técnicas (Lubet, 1959; Baylon, 
1990). 
 
Figura 4. Producción de mejillón en Galicia entre los años 2007-2010 
 
La costa de Galicia se caracteriza por la presencia de Rías; valles fluviales 
inundados por agua de mar que poseen una amplia boca de agua orientada al mar y 
que se estrecha hacia el interior. Estás áreas marinas protegidas son óptimas para el 
cultivo del mejillón y están sometidas de manera estacional a afloramientos o 
upwelling de fitoplancton; un fenómeno natural que ocurre de marzo a octubre 
(Wooster y col., 1976; Fraga, 1981) y que provee un ambiente ideal para el cultivo de 
mejillones en bateas de manera extensiva. La batea (Figura 5) se define como un 
vivero construido con un sistema de flotación hidrodinámico sobre el que se asienta un 
entramado de madera o engrellado de eucalipto con forma rectangular del cual penden 
un máximo de 500 cuerdas.  
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Figura 5. Aspecto de una batea típica de la Ría de Vigo 
Autora de la fotografía. Noelia Estévez Calvar 
 
Las bateas se localizan juntas, pero separadas unas de otros a uno 80-100 
metros, en grupos llamados parques (Figura 6) cuya disposición y número están 
controlados por las autoridades autonómicas.  
 
  
 
 
 
       
Figura 6. Parque de bateas en la Ría de Vigo          Figura 7. Embarcación especial para trabajo       
en bateas 
Autora de las fotografías: Noelia Estévez Calvar 
 
Actualmente, los cultivadores trabajan desde embarcaciones anchas de poco 
calado (Figura 7) equipadas con una cesta y una grúa para levantar las cuerdas y 
máquinas para separar y ralear los mejillones. Cada batea normalmente sostiene tres 
tipos de cuerdas: aquellas para recolectar semilla, las que albergan mejillones en 
crecimiento y las que poseen los mejillones de tamaño comercial. De este modo, los 
 30
  
cultivadores mantienen una producción continua. El método de producción de mejillón 
se divide en las cuatro etapas siguientes: 1) Toma y fijación de la semilla o mejilla 2) 
Encordado 3) Desdoble o raleo 4) Engorde y recogida del producto.  
Tradicionalmente, el mejillón cultivado en Galicia se ha considerado como 
Mytilus edulis. Sin embargo, estudios basados en la morfología del espermatozoide 
(Crespo y col., 1990), diferencias genéticas en loci alocímicos (Sanjuán y col., 1990; 
Sanjuán y col., 1996) y en el cariotipo (Martínez-Lage y col., 1992) han llevado a su 
identificación como Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) (Tirado y col., 2005). 
Además, esta especie, es el primer recurso marino de Europa que posee de manera 
oficial, desde el año 2007, un reconocimiento relativo a su lugar de origen, las Rías 
Gallegas, como “Mejillón de Galicia” (Comisión Europea, 2006).  
LAS LIMITACIONES DE LA ACUICULTURA  
A pesar de que son diversos los factores que pueden limitar el futuro desarrollo 
de la acuicultura, tales como ubicación inadecuada del cultivo, empleo de malas 
tecnologías, fuertes densidades de población (que conllevan a una reducción del aporte 
nutricional), falta de capacidad para producir especies diversas, factores ambientales 
(periodos prolongados de temperaturas altas o bajas, salinidades extremas) y 
contaminación; las enfermedades infecciosas constituyen la principal barrera (Lubet y 
Mathieu, 1999). Las diferentes patologías existentes y que afectan a cultivos, 
principalmente de carácter intensivo, sin descartar los cultivos extensivos, pueden 
provocar la disminución de la calidad de los productos cultivados. Así la presencia de 
bajos índices de condición (Lucas y Beninger, 1985), aparición de anomalías en las 
valvas o la alta mortalidad de estadíos larvarios, juveniles y adultos, son sucesos que 
conllevan a pérdidas económicas muy importantes (Tirado y col., 2005). Dado que no 
existen medios de lucha eficaz contra las epidemias más que la erradicación de 
animales contaminados, una identificación y estudio del desarrollo de la enfermedad 
así como un rápido diagnóstico de la misma es vital para establecer métodos de 
prevención en la producción acuícola (Mialhe y col., 1988; Lubet y Mathieu, 1999; 
Figueras y Novoa, 2011). Agentes patogénicos intracelulares, virus, microorganismos o 
parásitos son los responsables de estas enfermedades que pueden derivar a posteriori 
en epizootias (Mialhe y col., 1988). En el año 1976, Comps y colaboradores 
describieron la existencia de un Iridovirus que causaba mortalidades en poblaciones de 
ostras adultas portuguesas (Crassostrea ungulata). Posteriormente, se comprobó la 
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presencia de este agente patógeno en estadíos larvarios de ostra japonesa 
(Crassostrea gigas) en Francia y el Oeste de Estados Unidos (Elston y Wilkinson, 1985; 
Figueras y Montes, 1988). Esta especie, se ha visto gravemente afectada por otro 
virus, el Herpesvirus, el cual ha provocado mortalidades masivas en diversos lugares 
como Francia, Nueva Zelanda y California (Marteil, 1976; Hine y col., 1992; Nicolas y 
col., 1992; Renault y Novoa, 2004; Batista y col., 2007). Sin embargo, las 
enfermedades más importantes de moluscos bivalvos conocidas hasta ahora, están 
causadas por protozoos algunos de los cuales han sido incluidos en la Lista OIE 
(Organización Mundial de Sanidad Animal) para su control a nivel mundial. Así es el 
caso de Bonamia ostreae y Bonamia exitiosa, causantes de la Bonamiosis que ha 
provocado grandes pérdidas en cultivos de ostra de todo el mundo. Concretamente, la 
especie B. exitiosa ha sido detectada recientemente en ostra plana (Ostrea edulis) 
cultivada en Galicia y Francia (Abollo y col., 2008; Figueras y Novoa, 2011). En 
segundo lugar, Haplosporidium nelsoni agente responsable de la Haplosporidiosis que 
afecta a ostra americana (Crassostrea virginica) (Burrenson y Ford, 2004); Marteilia 
refringens, agente patógeno asociado a la Marteiliosis que lleva provocando, junto con 
B. ostreae, continuas epidemias desde los años 60, en cultivos de ostra plana (Balseiro, 
2008). Además ha originado pérdidas comerciales de importancia en almeja, 
berberecho, vieira y navaja, en Galicia, Francia, Italia, Marruecos, costas de Florida, 
Islas Fiji y en Japón (Berthe y col., 2004). Es de señalar que se ha identificado la 
presencia de M. refringens en cultivos de mejillón en aguas de Galicia pero sin que se 
registrasen mortalidades asociadas (Figueras y Novoa, 2011). Otros agentes patógenos 
son Mikrocytos mackini  causante de la Mickrocitosis (Carnegie y col., 2003) y 
Perkinsus marinus y Perkinsus olseni  responsables de la Perkinsiosis en ostra 
americana. A finales de los 80 se registraron en España y Portugal, mortalidades en 
cultivos de almeja fina (Ruditapes decussatus) ocasionadas por P.olseni (Figueras y 
col., 1992; Villalba y col., 2004; Figueras y Novoa, 2011).  
En lo que a las enfermedades bacterianas se refiere; éstas de manera 
frecuente, están asociadas a patógenos pertenecientes al género Vibrio. Destacan la 
enfermedad del anillo marrón (BRD) que afecta a almejas (R. philippinarum y R. 
decussatus) (Paillard y col., 1989; Paillard y Maes, 1990; Borrego y col., 1996a; 
Paillard, 2004) o incluso, se cree que estas bacterias también podrían estar implicadas, 
junto con otros agentes patógenos como Vibrio splendidus, en la mortalidad de verano 
en ostra (C. gigas); enfermedad de gran complejidad que parece estar influenciada por 
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la presencia de estresantes ambientales, selección genética o tipo de gestión del 
cultivo (Lacoste y col., 2001a; Lacoste y col., 2001b; Le Roux y col., 2002; Waechter y 
col., 2002; Dégremont, 2011; Pernet y col., 2012). Los vibrios son bacterias gram-
negativas, con forma curva similar a una coma y que pertenecen a la clase 
Gammaproteobacteria. Muchos microbiólogos marinos consideran que las bacterias del 
género Vibrio dominan, con diferencia, las aguas océanicas (Pruzzo y col., 2005a, 
2005b). Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y otras nueve 
especies de Vibrio, son causantes de síndromes severos en humanos. Se ha 
corroborado que V. parahaemolyticus es el causante de gastroenteritis asociadas a la 
ingesta de marisco en humanos y V. vulnificus ocasiona septicemias y serias 
infecciones e incluso, ha provocado muertes también por consumo de marisco, en los 
Estados Unidos (Colwell, 1996; Turner y col., 2009; Vezzulli y col., 2012). Otras 
especies halófilas (V. tapetis, V. alginolyticus, V. splendidus, V. pectenicida, V. harvey, 
V. penaeicida y V. anguillarum) se encuentran en gran cantidad de sustratos bióticos y 
abióticos, asociados de manera notable al plancton quitinoso (artrópodos y anélidos) y 
a los moluscos bivalvos del género Mytilus, los cuales albergan cantidades significativas 
de varias especies de vibrios constituyendo importantes reservorios infecciosos de 
estas bacterias para otros organismos acuáticos como corales, crustáceos y peces 
(Austin, 2005; Levin, 2006; Lhafi y Künne, 2007; Vezzulli y col., 2010). Con frecuencia, 
factores ambientales como la temperatura, salinidad o contaminantes van asociados a 
fenómenos de invasión y colonización del hospedador por parte de la microbiota, los 
cuales provocan, posteriormente, la aparición de episodios de enfermedades y 
mortalidades, especialmente en larvas, juveniles y reproductores de áreas naturales y 
acuícolas (Smolarz y col., 2006; Samain y col., 2008; Francisco y col., 2010).  
El conocimiento que se posee acerca del efecto de los vibrios en bivalvos es 
reducido. Algunos autores aseguran que la presencia de especies pertenecientes al 
género Vibrio, como agente etiológico de enfermedades en cultivos bivalvos, será sin 
duda uno de los principales problemas en los próximos años (Paillard y col., 2004). El 
calentamiento de los océanos y las invasiones biológicas de especies exóticas facilitará 
la expansión de las enfermedades marinas asociadas a estas bacterias (Harvell y col., 
2002; Vezzulli y col., 2012); de ahí que exista una necesidad crítica por llevar a cabo 
estudios que ayuden a comprender la naturaleza de la interacción entre el género 
Vibrio y los moluscos, con el fin de evaluar el riesgo que suponen para el futuro de la 
acuicultura y la salud humana.  
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EL SISTEMA INMUNE DE LOS MOLUSCOS BIVALVOS 
 
Los moluscos bivalvos que se han visto implicados en episodios de mortalidades 
masivas son ostras, almejas e incluso vieiras (Lambert y col., 1998c). Varios autores ya 
confirmaron hace algunos años que los mejillones parecen ser más resistentes a 
infecciones y enfermedades que otros bivalvos comestibles (Gestal y col., 2008; 
Watermann y col., 2008). Por consiguiente, sería interesante saber qué mecanismos 
son los que proporcionan al mejillón la capacidad de poder combatir microorganismos 
y otros agentes externos, facilitando así su supervivencia y éxito ecológico. Mediante el 
estudio de las estrategias de defensa empleadas por el mejillón para hacer frente a 
patógenos potenciales, se puede mejorar el conocimiento general de las respuestas 
inmunes innatas de los moluscos bivalvos.  
A lo largo de la evolución, los bivalvos han desarrollado un elenco de 
estrategias efectivas para protegerse así mismos de los ataques de varios patógenos y 
el estrés ambiental. A pesar de que se ha generado una gran cantidad de información 
sobre las patologías que afectan a estos organismos, la investigación sobre el sistema 
inmune de bivalvos y los mecanismos moleculares implicados, se encuentra todavía en 
un estadío muy temprano, con solo algunas investigaciones en un número de especies 
muy pequeño (Gueguen y col., 2003; Tanguy y col., 2004). A diferencia de los 
vertebrados, los moluscos no poseen sistema inmune adaptativo y sin embargo, este 
hecho no parece suponer un problema puesto que estos organismos están provistos de 
una elevada capacidad de adaptación a los diferentes ambientes en los que viven 
(medios acuáticos marinos, de aguas salobres, de agua dulce y ambientes terrestres), 
caracterizados por la presencia de microorganismos y contaminantes industriales, 
exhibiendo respuestas inmunes únicas (Terahara y Takahashi, 2008). Asimismo, son 
capaces de sobrevivir a infecciones causadas por virus patogénicos potenciales, 
bacterias y hongos mediante la activación de varios mecanismos de defensa (Iwanaga 
y Lee, 2005; Little y col., 2005; García-García y col., 2008). Las barreras externas 
físico-químicas que poseen estos organismos tales como conchas, mucus con enzimas 
dotados de actividad bactericida y el epitelio, constituyen la primera línea defensiva 
contra patógenos y parásitos. Una vez superada ésta, es el sistema de defensa interno 
el que entra en juego. Esencialmente, el sistema inmune de los moluscos bivalvos está 
mediado por componentes de tipo innato, no linfoide, que incluye factores de defensa 
celular y humoral, muy importantes para la protección del hospedador. Ambos 
procesos trabajan de manera coordinada poniendo en marcha una amplia gama de 
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respuestas inmunes (Ratcliffe y col., 1985; Hoffmann y col., 1996; Glinski y Jarosz, 
1997).  
MECANISMOS DE ATAQUE A LA MEMBRANA 
Recientemente se ha sugerido que el ataque físico a las membranas de los 
microorganismos invasores podría ser un mecanismo esencial de defensa inmune 
innata en moluscos bivalvos. He y colaboradores (2011) describieron la presencia de 
un gen expresado en macrófagos (MPEG) en ostra del Pacífico (C. gigas). Dicho gen 
contiene estructuralmente un dominio MACPF o dominio de ataque a la membrana y 
perforina, implicado en el ataque físico a la membrana de microorganismos (Reiter y 
col., 1995) y característico de las proteínas pertenecientes a la superfamilia MACPF 
cuyos miembros más representativos son los integrantes del sistema complemento 
(MAC) y la perforina. Existen suficientes indicios que confirman el papel crucial de 
muchas proteínas MACPF en la defensa inmune y mantenimiento de la homeostasis del 
organismo (Liu y col., 1995; Voskoboinik y col., 2006). Por ejemplo, se ha visto que, 
tanto la falta como el exceso de actividad de la perforina, posee muchas implicaciones 
(Voskoboinik y col., 2004, 2005; Rosado y col., 2008) en enfermedades humanas. 
Deficiencias en la perforina en humanos, pueden provocar desórdenes inmunes 
fatídicos como la linfohistiocitosis hemofagocítica (LHF) o cáncer hematológico (Stepp y 
col., 1999; Voskoboinik y col., 2006; Voskoboinik y col., 2007; Baran y col., 2009). Se 
ha descrito que el 30% de los niños que presentaban el desorden autosomal recesivo 
de la LHF tenían mutaciones en el gen de la perforina (Stepp y col., 1999; Molleran Lee 
y col., 2004; Voskoboinik y col., 2005; Urrea-Moreno y col., 2009). Por otra parte, 
varios estudios revelaron que las especies del género Plasmodium, responsable de la 
malaria, poseen en su genoma cinco genes relacionados con las proteínas MACPF, uno 
de los cuales posee un papel crítico en la invasión de los esporozoítos hacia el hígado, 
rompiendo a su paso, la barrera existente entre el sistema circulatorio y los hepatocitos 
(Kaiser y col., 2004; Ishino y col., 2005). 
Se han identificado alrededor de 500 miembros de la superfamilia MACPF en 
una gran variedad de organismos que se extienden desde bacterias hasta humanos 
(Rosado y col., 2007) y que incluyen varios grupos de organismos invertebrados 
marinos como cnidarios, equinodermos o moluscos. No todos los genes descritos que 
contienen el dominio MACPF estarían únicamente implicados en funciones de defensa 
física sino que, en algunos casos, como el del gen HeET-1, descrito en el erizo de mar 
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Heliocidaris erythrogramma, la función estaría también relacionada con el desarrollo 
embrionario.  
LOS HEMOCITOS Y SU PAPEL CENTRAL EN EL SISTEMA INMUNE 
INNATO 
Los efectores principales del sistema inmune de los moluscos bivalvos son los 
hemocitos los cuales constituyen los componentes celulares de la hemolinfa y juegan 
un papel central en las respuestas inmunes innatas. Los bivalvos poseen un sistema 
circulatorio abierto en el que la hemolinfa pasa a través de los extremos de las arterias 
y riega todos los órganos antes de regresar al corazón a través de los senos y 
branquias (Song y col., 2010). En invertebrados marinos, constantemente rodeados 
por microorganismos invasores potenciales y contaminantes, los hemocitos circulantes 
poseen la capacidad de participar en procesos de detoxificación a través de la 
acumulación de xenobióticos metálicos y orgánicos, mostrar actividad bactericida 
además de ser responsables de la fagocitosis de parásitos, patógenos y partículas 
ajenas. Los hemocitos también pueden participar en la encapsulación de cuerpos 
extraños demasiado voluminosos y sintetizar diferentes moléculas efectoras (Ratcliffe y 
col., 1985; Bayne, 1990; Cajaraville y Pal, 1995).  
A diferencia de los efectores celulares de vertebrados, los hemocitos presentan 
una gran diversidad morfológica (Anderson, 1981). Numerosos autores han centrado 
sus esfuerzos en el desarrollo de una clasificación de los distintos tipos de hemocitos 
existentes en moluscos bivalvos. Desde los años 70, se han utilizado varios criterios de 
clasificación, principalmente basados en aspectos de morfología celular y citoquímica 
enzimática (Bevelander y Nakahara, 1969; Cheng y Rifkin, 1970; Feng y col., 1971; 
Foley y Cheng, 1974). Pero debido a las limitaciones de los parámetros morfológicos 
para identificar hemocitos, los experimentos empleados posteriormente se centraron 
en otras aproximaciones basadas en características de unión a las lectinas (Pipe, 
1990a) o en anticuerpos monoclonales que previamente habían sido empleados para 
caracterizar hemocitos de gasterópodos (Yoshino y Granath, 1983; Dikkeboom y col., 
1988) y que se adaptaron a ostra japonesa (Morvan y col., 1991) y mejillón azul 
(Mytilus edulis) (Noël y col., 1994). Actualmente las técnicas más recientes de 
identificación de tipos hemocíticos se centran en la microscopía y citometría de flujo, 
herramientas que permiten determinar el tamaño y la granularidad de los hemocitos. 
Aún así y al igual que ocurre en otros phyla de invertebrados, en moluscos no existe 
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una clasificación de hemocitos definitiva. Este hecho se debe en parte, a las diferencias 
de los sistemas inmunes de las diversas especies de invertebrados y también a las de 
los métodos experimentales usados para estudiarlos. Los autores Cheng (1981) y Hine 
(1999) han llevado a cabo dos de las revisiones más importantes sobre aspectos 
morfofuncionales de hemocitos del phylum Mollusca. En sus trabajos identificaron dos 
tipos fundamentales de hemocitos en la hemolinfa de bivalvos: granulocitos e 
hialinocitos (o agranulocitos). Existe constancia de que los granulocitos son el tipo 
celular más abundante en moluscos bivalvos. Contienen gran cantidad de gránulos 
citoplasmáticos, enzimas hidrolíticas y oxidativas y una mayor actividad fagocítica 
respecto a los hialinocitos, los cuales muchas veces carecen de dicha capacidad. Los 
hialinocitos, normalmente, son más pequeños que los granulocitos y poseen pocos o 
casi ningún gránulo citoplasmático (Tiscar y Mosca, 2004). A su vez, los granulocitos se 
pueden subdividir, mediante técnicas citoquímicas, en hemocitos granulares 
eosinofílicos y basofílicos (Moore y Lowe, 1977). Los granulocitos de moluscos poseen 
una fuerte similitud con los monocitos y macrófagos de vertebrados tanto en la 
estructura como en la función y comparten con éstos últimos propiedades clave como 
la fagocitosis, estallido respiratorio inducido por patógenos, producción y liberación de 
óxido nítrico y enzimas lisosomales (Canesi y col., 2002a). Otros estudios han revelado 
que algunas subpoblaciones de hemocitos de moluscos poseen una morfología similar 
a los linfocitos y propiedades fisiológicas similares a las células natural killer (NK) de 
mamíferos (Monti y col., 1992).  
La fagocitosis es un importante mecanismo de control y eliminación de 
partículas extrañas. Este proceso, mediado por hemocitos, consiste en la 
internalización física de microbios o restos celulares. Bayne, en su trabajo del año 1990 
describe muy bien este proceso de defensa interno y lo subdivide de manera clásica en 
las siguientes fases: 1) reconocimiento de la partícula no propia 2) migración 
quimiotáctica 3) adhesión 4) ingestión 5) destrucción y 6) eliminación de la partícula. 
La fagocitosis es un proceso conservado a lo largo de la evolución, que se da de 
manera universal en todo el reino animal desde protozoos hasta animales superiores 
(Feng, 1988). En moluscos bivalvos, se han identificado procesos fagocíticos en 
diferentes especies como la vieira (Pecten maximus) (Mortensen y Glette, 1996), la 
almeja fina (R. decussatus) y almeja dura (Mercenaria mercenaria) (Tripp 1992a; 
López y col., 1997) y también en el mejillón mediterráneo (Carballal y col., 1997; 
García-García y col., 2008; Parisi y col., 2008). Los hemocitos están presentes no 
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solamente en las cavidades recubiertas de hemolinfa sino también en muchos tejidos 
como las branquias, el manto y la glándula digestiva, estando así implicados en una 
gran variedad de procesos fisiológicos, como pueden ser los mecanismos de digestión, 
transporte de nutrientes o de excreción y procesos de reparación de la concha (Narain, 
1973; Cheng, 1981; Lubet y Mathieu, 1999; Mount y col., 2004; Matozzo y col., 2007). 
Sin embargo, la función principal de estas células es la defensa contra agentes 
patógenos (Bayne y col., 1980; Auffret, 1988; Feng, 1988; Cajaraville y Pal, 1995). Los 
hemocitos son capaces de secretar factores humorales, es decir, factores solubles que 
juegan un papel fundamental en las respuestas inmunes innatas.  Entre ellos se 
incluyen: 
- Enzimas lisosomales: Las enzimas lisosomales producidas por los hemocitos pueden 
contribuir a la destrucción intracelular y extracelular, y posterior digestión, de los 
agentes invasores de la célula (Cheng y col., 1975). En bivalvos se han identificado las 
siguientes enzimas lisosomales, las cuales funcionan como verdaderos lisosomas: 
lisozima, fosfatasa ácida y alcalina, β-glucuronidasa, lipasa y aminopeptidasa (Cheng y 
col., 1975; Yoshino y Cheng, 1976; Moore y Lowe, 1977; Moore y col., 2005). Li y col 
(2008) determinaron un aumento de la expresión del gen de la lisozima en hemocitos 
de mejillón mediterráneo frente a una infección bacteriana.   
- Lectinas: Las lectinas son componentes habituales de la hemolinfa de moluscos, 
llegando a representar en algunas especies, hasta el 80% de la proteína soluble (Odo y 
col., 1995). Las lectinas son proteínas ubicuas solubles asociadas a la membrana con 
dominios específicos de reconocimiento de carbohidratos (DRC) que pueden facilitar las 
interacciones entre el hospedador y la microbiota u originar respuestas inmunes 
innatas (Kilpatrick, 2002; McGreal y col., 2004; Vasta, 2009). El papel de estas 
moléculas en el sistema inmune es fundamental ya que al unirse específicamente a 
polisacáridos y glicoconjugados presentes en la superficie de microorganismos median 
los procesos de fagocitosis, melanización y encapsulación (Bayne y col., 1979; Luo y 
col., 2006), así como la activación del sistema profenol-oxidasa (pro-PO) (Yu y col., 
1999; Yu y Kanost, 2000, Yu y col., 2005). Una vez superadas las barreras del proceso 
de fagocitosis y agregación, los invertebrados ponen en marcha el proceso de 
encapsulación con el fin de paralizar la entrada de microorganismos (Fisher, 1986; 
Feng, 1988). Aquellas partículas cuyo tamaño supera en exceso al de un hemocito y, 
por lo tanto, no pueden ser fagocitadas, se ven rodeadas de hemocitos produciéndose 
posteriormente un depósito de fibroblastos (Tripp, 1961). Se constituyen una serie de 
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capas concéntricas donde las más internas están formadas por fibroblastos y residuos 
mucopolisacarídicos, mientras que las más externas están constituídas por materiales 
fibrosos formando un retículo en asociación con glicoproteínas (Cheng y Rifkin, 1970). 
La activación del sistema pro-PO está mediado por la fenoloxidasa (PO), una enzima 
dependiente de cobre, que cataliza la reacción mediante la que se convierten 
sustancias fenólicas a quinonas inestables como la dopaquinona (Costa, 2008). Entre 
las diferentes funciones de este sistema, se encuentra la de activar el proceso de 
fagocitosis y encapsulación (Söderhall y Smith, 1986). La presencia de la PO ha sido 
demostrada en mejillón (Little y col., 2005) y en otras especies de moluscos como la 
ostra y almeja japonesa (C. gigas, R. phillipinarum) (Cong y col., 2005; Hellio y col., 
2007). En base a sus características estructurales y funcionales se pueden distinguir 
entre ocho y quince grupos de lectinas relacionadas con la inmunidad: tipo C, tipo S o 
galectinas de unión al glucano, específicas tipo I a ácidos siálicos y 
glucosaminoglucanos, pentraxinas, fucolectinas, ficolinas, taquilectinas, lectinas tipo 
quitinasa y lectinas sin clasificar orphan lectins. Numerosas lectinas de moluscos 
poseen la capacidad de aglutinar (aglutininas) y en ocasiones opsonizar bacterias u 
otros parásitos (Chu, 1988; Bayne, 1990). Las proteínas relacionadas con el 
fibrinógeno (FREPs) también se incluyen dentro del grupo de las lectinas.  
Las lectinas funcionan como patrones de reconocimiento de patógenos (PRRs), 
es decir, moléculas implicadas en el reconocimiento de carbohidratos presentes en la 
superficie de microorganismos, que en moluscos incluyen los receptores tipo Toll; 
receptores de mecanismos IMD y proteínas con dominios de oligomerización nucleótido 
intracelular (NOD) responsables del grado de especificidad que posee el sistema 
inmune innato frente a patógenos y parásitos (Yeretssian y col., 2008; Gorbushin y 
Iakovleva, 2011; Romero y col., 2011b; Wei y col., 2012a). El sistema inmune innato 
puede reconocer varios tipos de estructuras o patrones moleculares asociados a 
patógenos (PAMPs). En este proceso de reconocimiento intervienen los PRRs, los 
cuales se unen a esas estructuras dando lugar a una respuesta inmune. Otro ejemplo 
de PRRs son las lectinas tipo C, tipo S y ficolinas (Costa, 2008). Además se han 
identificado total o parcialmente a nivel molecular, diferentes formas de lectinas en 
varias especies de bivalvos (Bulgakov y col., 2004; Kang y col., 2006; Yamaura y col., 
2008; Wei y col., 2012b) y en mejillón (Renwrantz y col., 1985; Mullainadhan y 
Renwrantz, 1986).  
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- Lectinas tipo C: Juegan un papel fundamental en la activación de distintos procesos 
inmunes como la activación de la pro-PO (Yu y col., 2005), de la actividad bactericida 
(Suzuki y col., 1990) y fagocítica (Luo y col., 2006), procesos todos ellos implicados en 
la eliminación del agente patógeno. La modulación de expresión de las lectinas tras la 
estimulación con agentes bacterianos se ha demostrado en diferentes moluscos 
bivalvos. Así, en la almeja japonesa la estimulación de los hemocitos con Vibrio tapetis 
dio lugar a la expresión de varios tipos de lectinas (Kang y col., 2006).  
- Citoquinas: Las citoquinas son glicoproteínas sintetizadas durante la fase efectora de 
la respuesta inmune que activan las células de defensa con el fin de eliminar a los 
patógenos (Liew y Cox, 1991). En mamíferos, actúan como moduladores de los 
principales procesos inmunes tales como inflamación, proliferación, citotoxicidad y 
apoptosis y también participan en cascadas de transducción de señales. Algunos 
autores han sugerido que tanto las citoquinas como los péptidos bioactivos de 
invertebrados están relacionados con los cambios en la morfología celular, migración, 
(Hughes y col., 1990; Ottaviani y col., 1995) inducción de óxido nítrico sintasa (NOS) y 
aumento de la actividad fagocítica a través de mecanismos clásicos de transducción 
(Ottaviani y col., 1997b). Entre las citoquinas, las interleuquinas, que pertenecen al 
grupo de las citoquinas quimiotácticas o quimioquinas, están implicadas en procesos 
de inflamación aguda. Barcia y colaboradores (1999) detectaron en M. galloprovincialis 
la presencia de la subunidad α del receptor de la interleuquina 2 (IL-2R), cuya 
expresión se incrementó tras la estimulación con LPS (Cao y col., 2004). Por último, 
otros autores caracterizaron la expresión de IL17 en hemocitos de C. gigas estimulados 
con bacteria (Roberts y col., 2008, 2009).  
- Péptidos bioactivos: Los péptidos bioactivos son proteínas que se sintetizan en las 
células en forma de prepropéptidos de gran tamaño, los cuales se rompen y modifican 
para dar lugar a productos activos. Como moléculas de señalización, los péptidos 
bioactivos juegan importantes papeles en las funciones fisiológicas y en la patogénesis 
(Sharma y col., 2011). En hemocitos de bivalvos, se han identificado algunos 
receptores de péptidos bioactivos como la proopiomelanocortina (POMC), incluyendo la 
β-endorfina, hormona adrenocorticotrófica (HTCA) y receptores de α-melanotropina así 
como receptores similares a los de insulina (Stefano y col., 1989; Duvaux-Miret y col., 
1992; Sassi y col., 1998; Ottaviani y col., 1998b; Lardans y col., 2001).  
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- Óxido nítrico (NO): El óxido nitrico (NO) es una molécula señalizadora de importancia 
y que está involucrada en una gran cantidad de enfermedades patógenas humanas y 
procesos fisiológicos tanto en vertebrados como invertebrados, incluyendo la 
regulación vascular, transmisión neural, defensa inmune y apoptosis (Song y col., 
2009: Steinert y col., 2010). El NO puede promover o inhibir la apoptosis dependiendo 
de una gran variedad de factores (Brüne y col., 1999). Aunque el efecto de esta 
molécula ha sido muy poco estudiado, se sabe que tras la exposición de hemocitos de 
moluscos a parásitos o patógenos, se da un aumento en la producción de NO (Barcia y 
Ramos-Martínez, 2008; Terahara y Takahashi, 2008), pero se desconoce si esta 
inducción posee un efecto sobre el nivel de apoptosis en estas células o si lleva 
asociado una implicación de la activación de las caspasas (Barcia y Ramos-Martínez, 
2008; González-Riopedre y col., 2009). En vertebrados, el NO se biosintentiza a partir 
de la L-arginina, oxígeno y NADPH mediante la NO sintasa (NOS) en varios tipos de 
células como las neuronas, astrocitos, inmunocitos y células endoteliales (Bredt y 
Snyder, 1990; Moncada y col., 1991). Durante esa reacción se genera un intermediario 
inestable que es la NG-hidroxiarginina que da lugar a dos productos finales: la citrulina 
y el NO (Nathan y Xie, 1994). Sin embargo, el NO es un gas inestable que se 
transforma rápidamente en nitrito (NO2-) y nitrato (NO3-), que constituyen los 
productos estables de la reacción. En moluscos se ha demostrado la presencia de 
actividad de sintasas de óxido nítrico y la liberación de NO2- y NO3- en hemocitos de 
diferentes especies entre las que se encuentra el mejillón mediterráneo (Arumugam y 
col., 2000; Gourdon y col., 2000; Torreilles y Romestand, 2001; Tafalla y col., 2002; 
Tafalla y col., 2003; Novas y col., 2004; Costa, 2008).  
- Péptidos antimicrobianos (AMPs): Los péptidos antimicrobianos son pequeñas 
moléculas proteicas formadas por un número de entre 12 y 50 aminoácidos, altamente 
conservadas en la evolución, que ayudan en el reconocimiento de patógenos y 
parásitos marcándolos para su destrucción a través de la opsonización o por muerte 
directa (Canesi y col., 2002a; Tiscar y Mosca, 2004). Los autores Pallavicini y 
colaboradores (2008) consideran que el conjunto de los AMPs puede representar cerca 
del 40% del transcriptoma de hemocitos de mejillón inyectados con preparaciones 
virales y bacterianas. En consecuencia, los genes que codifican para AMPs constituyen 
los principales componentes humorales del sistema inmune. Se han encontrado 
decenas de AMPs en invertebrados marinos (Sperstad y col., 2011). Aunque ya en los 
años 80 se confirmó la existencia de actividad antibacteriana en moluscos (Kubota y 
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col., 1985), no fue hasta diez años después cuando tuvo lugar el primer aislamiento y 
caracterización de verdaderos péptidos antimicrobianos en los mejillones M. 
galloprovincialis y M. edulis (Hubert y col., 1996a; Charlet y col., 1996). Los AMPs 
caracterizados en estas especies, son pequeños péptidos pertenecientes al grupo de 
AMPs ricos en cisteínas que son producidos como moléculas precursoras y procesadas 
a péptidos maduros en los gránulos hemocíticos (Mitta y col., 2000c). Hasta hace poco 
se tenía constancia de la existencia de cuatro grupos diferentes de AMPs con múltiples 
isoformas clasificados en base a su secuencia primaria y estructura secundaria en M. 
galloprovincialis, más concretamente: defensinas (MGD1 y MGD2), mytilinas (A, B, C, D 
y E), myticinas (A, B y C) y por último, mytimycinas, el único péptido estrictamente 
antifúngico con un dominio tipo EF-hand  (Charlet y col., 1996; Mitta y col., 1999a; 
Mitta y col., 2000a, 2000b; Padhi y Verghese, 2008; Pallavicini y col., 2008; Roch y 
col., 2008; Costa y col., 2009a, b; Li y col., 2010; Balseiro y col., 2011; Rosani y col., 
2011). Sin embargo, en el año 2012, Gerdol y colaboradores, aumentaron la lista de 
AMPs en mejillón mediterráneo mediante la descripción de las “gran defensinas” (Big 
defensins) y las mytimacinas.  
Los hemocitos también participan de manera directa en la muerte del patógeno 
y parásito a través de la producción de especies de oxígeno reactivas (ROS). Este 
mecanismo consiste en una serie de reacciones bioquímicas que producen grandes 
cantidades de ROS microbicida denominadas intermediarios de oxígeno reactivos 
(ROIs) como el anión superóxido, el peróxido de hidrógeno y el radical hidroxilo; 
mediante la unión de la enzima NADH-oxidasa a la membrana (Buggé y col., 2007; 
García-García y col., 2008; Morga y col., 2009). La citotoxicidad de estas reacciones 
aumenta especialmente cuando el peroxido de hidrógeno, se convierte posteriormente 
en ácido hipoclórico por acción de la mieloperoxidasa (MPO) de los hemocitos que 
posee fuertes propiedades bactericidas y antivirales (Tiscar y Mosca, 2004). Este 
proceso ha sido identificado en mejillón mediterráneo y azul, ostra americana y 
japonesa (Pipe, 1992; Torreilles y col., 1996; Ordás y col., 2000; Costa y col., 2009b). 
Los organismos aeróbicos han elaborado mecanismos de defensa contra los ROIs 
incluyendo antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos. En presencia de moléculas 
xenobióticas como metales o en presencia de una infección, se pueden experimentar 
elevados niveles de producción de ROS que, acompañados de una disfunción en la 
antioxidación, podrían desembocar en estrés oxidativo causando varios tipos de daño 
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tisular y enfermedades, pérdida de funcionalidad celular y en último lugar, muerte 
celular por apoptosis o necrosis.  
Dentro de las diferentes funciones de las células inmunes de moluscos, la 
muerte celular programada apoptótica o apoptosis ocupa la primera posición, por su 
papel de gran importancia en la adecuada eliminación de células infectadas o dañadas 
(Terahara y Takahashi, 2008). 
LA MUERTE CELULAR Y SU SIGNIFICADO FISIOLÓGICO EN 
VERTEBRADOS 
Desde mediados del siglo XX, se dejó constancia de que la muerte celular 
jugaba un papel destacado en los procesos fisiólogicos de los organismos 
multicelulares, especialmente durante la embriogénesis y la metamorfosis. Michelson 
(1963) (Sokolova, 2009), se refiere a ella como un mecanismo de defensa inmune 
presente en gasterópodos que sirve para enfrentarse a una variedad de agentes 
patológicos entre los que se incluyen los trematodos, protozoos y bacterias. El término 
muerte celular programada (PCD: Programmed cell death) fue introducido en el año 
1964 por Richard A. Lockshin quien afirmó que, la muerte celular en vertebrados que 
tiene lugar durante el desarrollo de los organismos no ocurre accidentalmente sino que 
obedece a una serie de pasos secuenciales y controlados que conllevan a una 
autodestrucción establecida a nivel local y temporal. La PCD juega un papel importante 
en la eliminación de células dañadas o perjudiciales y en el funcionamiento normal del 
organismo, incluyendo el desarrollo embrionario, la morfogénesis de los tejidos, 
eliminación de estructuras que no son necesarias en organismos maduros durante la 
metamorfosis de insectos y anfibios (Jacobson y col., 1997; Vaux y Korsmeyer, 1999) y 
en los procesos patológicos. De todos los tipos de PCD que se han descrito en 
organismos multicelulares, sin lugar a dudas, la apoptosis dependiente de caspasas 
juega un papel vital en muchos procesos inmunes incluyendo la homeostasis. Sin 
embargo, en los últimos años, la idea de que las células podían suicidarse mediante 
mecanismos distintos a la apoptosis ha ido consolidándose y entre ellos, se ha 
prestado especial atención a algunas formas de muerte altamente conservadas como 
la necrosis, la autofagia o la piroptosis (Proskuryakov y col., 2003; Lockshin y Zackeri, 
2004; Walsh y Edinger, 2010). 
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LA NECROSIS 
La necrosis se define como una forma de muerte celular pasiva y 
frecuentemente se la compara con un accidente de tren, a diferencia de la apoptosis 
que sería equiparable a un suicidio (Edinger y Thompson, 2004). La necrosis es el 
resultado de una catástrofe bioenergética que provoca la disminución del ATP hasta 
reducirse a niveles incompatibles con la supervivencia celular. Se origina a partir de 
perturbaciones ambientales con liberación incontrolada de contenido celular 
inflamatorio en el que la célula sufre daños, resultando en una pérdida de la integridad 
de la membrana plasmática, vacuolización del citoplasma, hinchazón y trastorno celular 
(Leist y Jäättelä, 2001). Las células que mueren por necrosis, normalmente, exhiben 
cambios en la morfología nuclear pero sin embargo, no experimentan condensación 
organizada de la cromatina ni fragmentación del ADN en fragmentos de 200 pares de 
bases, aspectos característicos de la muerte celular apoptótica.  
LA AUTOFAGIA 
La muerte celular por autofagia lleva asociada la degradación celular por 
lisozimas internas (Bursch, 2001). Existen importantes conexiones entre la muerte 
celular apoptótica y la autofágica dado que ocurren de manera simultánea en muchos 
procesos (Velentzas y col., 2007). En la actualidad, la autofagia o muerte celular tipo 
II, está siendo intensamente investigada en mamíferos. Se trata de una forma de 
muerte celular no apoptótica altamente regulada y conservada, que ocurre de manera 
independiente a las caspasas. El término autofagia procede del griego <<auto>> que 
significa “a sí mismo” y <<phagy>> “comer”. Literalmente significa “comerse a sí 
mismo” y consiste en el paso por parte de las células, a un programa catabólico en el 
que tiene lugar la degradación de constituyentes celulares con el objetivo de producir 
energía como un mecanismo de supervivencia durante periodos de estrés nutricional 
(Edinger y Thompson, 2004). La célula puede secuestrar orgánulos dañados y 
proteínas de vida larga que son encapsulados en una vacuola bicapa autofágica 
denominada autofagosoma (Lynch-Day y col., 2012). Posteriormente, las moléculas 
son transportadas a los lisosomas donde tendrá lugar la degradación y reciclaje 
enzimático. Las células que sufren autofagia están caracterizadas por la presencia de 
vacuolas citoplasmáticas grandes, degradación del contenido citoplasmático, ligera 
condensación de la cromatina y expresión de marcadores moleculares típicos de la 
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autofagia. Las células pueden emplear la autofagia para eliminar orgánulos dañados 
como la mitocondria en un proceso denominado mitofagia (Dagda y col., 2009).  
LA PIROPTOSIS 
Otra forma de PCD es la piroptosis la cual requiere la activación proteolítica de 
la caspasa 1 en un proceso inflamatorio desencadenado por varios estímulos 
patológicos, como puede ser un golpe, ataque al corazón o cáncer; y es crucial para el 
control de las infecciones microbianas (Bergsbaken y col., 2009). Durante este proceso 
tiene lugar una rápida pérdida de la integridad de la membrana celular y liberación del 
contenido citosólico. El papel de la piroptosis in vivo no está todavía muy claro. Al 
principio se propuso que podía tratarse de un mecanismo empleado por las bacterias 
para destruir las células inmunes del hospedador pero estudios más recientes sugieren 
que podría consistir en un mecanismo de defensa del hospedador para eliminar los 
patógenos intracelulares (Miao y col., 2010).  
LA ONCOSIS 
Recientemente términos como oncosis, han sido aceptados por los 
investigadores para referirse a la muerte celular como contrapartida a la apoptosis. La 
oncosis (de onkos, que significa encogimiento) se define como un mecanismo pre-letal 
que conduce a la muerte celular y va acompañada de encogimiento tanto celular como 
de los orgánulos, embebimiento, y aumento de la permeabilidad de la membrana. El 
proceso de oncosis conlleva en último lugar, a la disminución del almacén de energía 
celular y fallo de las bombas iónicas en la membrana plasmática (Miao y col., 2010).  
LA APOPTOSIS 
Aunque varios autores han considerado que los dos mecanismos de 
señalización de PCD más importantes son la autofagia y la apoptosis (Bursch, 2001; 
Lockshin y Zakeri, 2004), ésta última es la que ha recibido una mayor atención por 
parte de la comunidad científica en las últimas décadas. Una búsqueda del término 
“apoptosis” en Pubmed genera en torno a 234.905 entradas mientras que la palabra 
“autophagy” origina tan solo 11.048. Kerr y colaboradores (1972) acuñaron el término 
apoptosis cuyo origen procede de la palabra griega <<apóptōsis>> (de apó que 
significa “a partir de” y ptō que quiere decir “caída”). Este vocablo fue adoptado en 
analogía a las hojas que caen de los árboles en otoño o a los pétalos que se 
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desprenden de una flor, para describir una forma particular de PCD. Una definición 
reciente de apoptosis describe este proceso como aquella forma de PCD que elimina 
células dañadas o superfluas de manera controlada, minimizando el daño y la 
disrupción a las células vecinas y que es vital para el desarrollo embrionario, sistema 
inmune y homeostasis de los tejidos (Repnik y Turk, 2010). Durante el proceso 
apoptótico no tienen lugar reacciones inflamatorias asociadas a la apoptosis 
propiamente dicha ni tampoco durante la eliminación de las células apoptóticas debido 
a que éstas, no liberan los constituyentes celulares al tejido intersticial que la rodea, 
porque son fagocitadas rápidamente por las células circundantes previniendo así una 
necrosis secundaria. Además, las células ingeridas no producen citoquinas anti-
inflamatorias (Savill y Fadok, 2000; Kurosaka y col., 2003). La apoptosis está definida 
por una serie de cambios morfológicos que afectan a una única célula o pequeños 
clústers celulares (Elmore, 2007) que son consecuencia de una serie de cambios 
moleculares y bioquímicos propios del proceso apoptótico (Tabla 1).  
Tabla 1. Características típicas de la apoptosis 
 
Características Apoptosis temprana Apoptosis tardía 
Morfológicas 
Encogimiento celular 
Condensación de la cromatina 
Deformación de la 
membrana plasmática 
Fragmentación nuclear 
Formación de cuerpos 
apoptóticos 
Bioquímicas 
Activación caspasas iniciadoras 
Entrecruzamiento proteico 
Expresión marcadores celulares superficie 
(Fosfatidilserina) 
Activación de caspasas 
ejecutoras y 
endonucleasas 
citoplasmáticas 
Fragmentación ADN 
Aumento permeabilidad de 
la membrana mitocondrial 
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En una célula sana el fosfolípido fosfatidilserina (PS) está localizado de manera 
activa en la cara más interna de la membrana plasmática. Cuando las células sufren 
apoptosis, se inicia un proceso de pérdida de la distribución de esta molécula, pasando 
a estar expuesta hacia la cara externa de la membrana celular. La annexina V es una 
proteína que se une específicamente a la fosfatidilserina en un proceso que requiere la 
presencia de calcio. Por tanto, la PS se une a aquellas células apoptóticas, es decir, en 
donde la PS está expuesta. A su vez, la annexina V puede conjugarse con varios 
fluorocromos, entre los que se incluye la fluoresceína isotiocianato (FITC). Este 
fluorocromo asociado a la annexina V, formando así la annexina V-FITC, conserva su 
alta afinidad por la PS y por tanto se emplea de manera frecuente en los análisis de 
citometría de flujo de células que sufren apoptosis. Sin embargo, la externalización de 
la PS ocurre en estadíos tempranos de la apoptosis, por lo que la tinción de células con 
annexina V-FITC revela la existencia de células apoptóticas tempranas en lugar de 
células que se encuentran en procesos de fragmentación de ADN, fase correspondiente 
a la apoptosis tardía.Otro de los procesos asociados a la apoptosis tardía, previo a la 
muerte celular, es la fragmentación celular la cual desemboca en la formación de 
estructuras cerradas membranosas compactas que se denominan cuerpos apoptóticos. 
Éstos contienen restos de citosol, cromatina condensada y orgánulos celulares (Kerr y 
col., 1972; Wyllie y col., 1980). Los cuerpos apoptóticos son ingeridos por los 
macrófagos y se eliminan del tejido sin producir una respuesta inflamatoria.  
Entre las modificaciones bioquímicas que tienen lugar durante la apoptosis 
destaca también la activación de enzimas proteolíticas que conllevan a una rotura del 
ADN en fragmentos; primero de gran tamaño, entre 50 y 300 kilopares de bases y 
posteriormente en fragmentos más pequeños denominados oligonucleosomas (Wyllie y 
col., 1980; Schwartzman y Cidlowski 1993; Enari y col., 1998; Zheng y col., 1998). 
La apoptosis es un tema de creciente interés en la biología celular para el 
estudio del desarrollo de los organismos e investigación de enfermedades. Asimismo, 
se ha corroborado que trastornos y alteraciones del programa apoptótico conducen a 
una gran variedad de condiciones patológicas como el cáncer, enfermedades 
autoinmunes e infecciones virales. Se ha comprobado como algunos desórdenes 
neurodegenerativos, SIDA y enfermedades isquémicas están causados o impulsados 
por una apoptosis excesiva (Fadeel y col., 1999b).  
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MECANISMOS DE SEÑALIZACIÓN APOPTÓTICA  
El análisis de la apoptosis en sistemas modelo, tanto vertebrados como 
invertebrados, ha servido para reconocer que es un proceso celular altamente 
orquestrado, multifuncional y muy conservado en la evolución puesto que ocurre en 
todos los tipos de metazoos, puede jugar un papel en la biología de las plantas e 
incluso se han observado mecanismos de muerte celular similares a apoptosis en 
levaduras (Solomon y col., 1999; Frohlich, 2000; Tittel y Steller, 2000; Skulachev, 
2002).  
La descripción de los mecanismos apoptóticos se ha basado, de manera 
predominante, en estudios llevados a cabo en modelos vertebrados como humano 
(Homo sapiens) o ratón (Mus musculus) e invertebrados como el gusano 
(Caenorhabditis elegans) y mosca (Drosophila melanogaster). Concretamente, la 
existencia de un programa de suicidio controlado que corresponde a la morfología 
apoptótica fue descubierto por primera vez en estudios realizados con C. elegans. 
Horvitz y colaboradores demostraron que la muerte fisiológica de 131 células, de las 
1.090 células somáticas que se generan durante el desarrollo de este nematodo, eran 
controladas por al menos tres genes: CED-3, CED-4 y el CED-9 (Hengartner y Horvitz, 
1994a; Liu y Hengartner, 1999). Mutaciones en la pérdida de funcionalidad de CED-3 y 
CED-4 o ganancia de la funcionalidad de CED-9, bloqueaban la muerte celular (Joza y 
col., 2002). En el año 2002, Sydney Brenner, Robert Horvitz y John Sulston, recibieron 
el Premio Nobel de Medicina y Fisiología por sus trabajos sobre la muerte celular 
programada y el establecimiento del nematodo C. elegans como modelo animal para el 
estudio de éste y otros procesos fundamentales del desarrollo.  
La apoptosis es un programa de muerte celular altamente eficiente y muy 
regulado, que requiere la intervención de una multitud de factores. La apoptosis se 
puede iniciar por varios estímulos originados dentro o fuera de la célula como por 
ejemplo la activación de los receptores de la superficie celular, el daño al ADN 
provocado por la existencia de anomalías en los mecanismos de reparación, la 
exposición a compuestos citotóxicos, la radiación o la falta de señales de 
supervivencia, entre otros. Señales de muerte tan diversas parecen desencadenar, 
posteriormente, una maquinaria común de muerte celular que posee los rasgos 
característicos de la muerte celular apoptótica. En síntesis, varias señales de muerte 
activarían mecanismos comunes de señalización. De este modo, se distinguen dos 
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mecanismos principales: mecanismo extrínseco y mecanismo intrínseco o mitocondrial. 
A pesar de que ambos mecanismos pueden ocurrir de manera independiente, existe 
una importante interacción entre ellos que permite la amplificación de la señal de 
muerte (Feig y Peter, 2007).  
MECANISMO EXTRÍNSECO 
La señalización apoptótica extrínseca tal y como está definida en vertebrados, 
está mediada por la activación de los denominados “receptores de muerte”, es decir, 
receptores de la superficie celular, miembros de la subfamilia TNFR como el CD95/Fas, 
TRAILR y el factor de necrosis tumoral receptor-1 (TNFR1), mediante los que se 
transmiten las señales apoptóticas tras la unión a ligandos específicos: FasL, el TRAIL 
(TNF-related apoptosis inducing ligand) y el TNFα respectivamente (Repnik y Turk, 
2010) (Figura 8). Todos los miembros de la subfamilia TNFR están formados por 
subdominios extracelulares ricos en cisteína que les permiten reconocer 
específicamente a sus ligandos, resultando en la trimerización y activación de los 
respectivos receptores de muerte (Naismith y Sprang, 1998). Posteriormente, la 
señalización está mediada por la parte citoplasmática del receptor de muerte que 
contiene una secuencia conservada denominada dominio de muerte (DD). Las 
moléculas adaptadoras como el FADD o el TRADD poseen ambas DDs a través de los 
cuales son reclutadas a los dominios DD del receptor de muerte activo formando lo que 
se denomina el complejo de señalización inducida de muerte o DISC (Death inducing 
signalling complex). Después ocurre la activación autocatalítica y liberación de la 
caspasa activa 8 o 10, caspasas con dominios DED, que son procesadas hacia las 
caspasas efectoras las cuales, posteriormente rompen sustratos específicos dando 
lugar a la muerte celular. Algunos autores denominan a este mecanismo apoptótico, en 
el que la apoptosis se induce directamente y de manera dependiente de las caspasas, 
como tipo I (Scaffidi, 1998). También puede ocurrir que la señal de muerte procedente 
de los receptores activos no genere una cascada de señalización de caspasas lo 
suficientemente fuerte como para ejecutar la muerte celular por sí misma. En este 
caso, algunos autores hablan de mecanismo extrínseco tipo II. Durante este proceso, 
la señal necesita ser amplificada mediante mecanismos apoptóticos dependientes de la 
mitocondria.  
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Figura 8. Mecanismos extrínseco e intrínseco de la apoptosis 
 
MECANISMO INTRÍNSECO O MITOCONDRIAL 
Los factores que dan lugar a la activación de la apoptosis a través del 
mecanismo mitocondrial o intrínseco (Figura 8) son estímulos que proceden del interior 
de la célula e incluyen el daño al ADN, el daño oxidativo de la mitocondria o proteínas 
citosólicas y lípidos, el estrés del retículo endoplasmático, radiación ultravioleta, 
estimulación viral y/o retirada de señales pro-mitogénicas (retirada del factor de 
crecimiento) (Circu y Aw, 2008). También una gran variedad de agentes citotóxicos 
(drogas quimioterapéuticas) y estresantes ambientales pueden conducir al suicidio 
celular apoptótico mediado por la mitocondria (Kaufmann y Earnshaw, 2000; Wang, 
2001; Franco y col., 2009). La apoptosis intrínseca, tal y como se ha definido en 
vertebrados, está caracterizada por la apertura del poro de transición de permeabilidad 
de la membrana mitocondrial (MPT), compuesto por el canal anión dependiente del 
voltaje (VDAC), el translocador nucleótido de adenina (ANT) y la ciclofilina D (CyF-D). 
Asimismo, se produce un aumento repentino de la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial más externa (MOMP), el colapso del potencial transmembrana interno de 
la mitocondria (Δψ) (Mignotte y Vayssière, 1998) y la liberación del citocromo C. El 
citocromo C se considera como el principal marcador del mecanismo apoptótico 
intrínseco en vertebrados y una vez que se libera al citoplasma (Bernardi, 1999; 
Loeffler y Kroemer, 2000), interactúa con el factor de activación apoptótico peptidasa 1 
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(Apaf-1) a través del dominio WD40 de éste. Posteriormente, el Apaf-1 estaría dotado 
de la capacidad de reclutar a la caspasa iniciadora 9, en un proceso de interacción 
mediado por el dominio de reclutamiento de las caspasas (CARD) presente tanto en el 
Apaf-1 como en la caspasa 9 (Li y col., 1997). La asociación del citocromo C, Apaf-1 y 
caspasa 9 en presencia de ATP/dATP, da lugar a la formación de un complejo 
multimolecular denominado apoptosoma. Por último, la caspasa 9 es capaz de romper 
y activar a la caspasa efectora 3 que conduce a la activación de la cascada apoptótica 
(Liu y col., 1996; Li y col., 1997; Goldstein y col., 2000). Las caspasas son una familia 
de cisteín proteasas con un papel crucial en la ejecución de muchas de las actividades 
que dan lugar a la desintegración celular.  
El proceso de liberación del citocromo C desde la mitocondria ha sido 
extensamente descrito en vertebrados, incluyendo mamíferos y anfibios (Kluck y col., 
1997a, b). Sin embargo, existe controversia acerca de cual es el papel exacto de 
MOMP y del citocromo C en la apoptosis de invertebrados. Por otra parte, la familia de 
proteínas Bcl-2, constituida por proteínas pro-apoptóticas como las BH3-only y anti-
apoptóticas, como la Bcl2; es la encargada de regular la liberación de señales 
apoptóticas desde la mitocondria (Hengartner, 2000; Wang, 2001; Koonin y Aravind, 
2002). La proteína Bid, una proteína BH3-only, actúa de mediadora entre la cascada de 
señalización de las caspasas y la mitocondria. La caspasa 8 rompe al Bid que se 
transforma en tBid o forma truncada, la cual se desplaza a la mitocondria donde 
participa junto con los miembros de la familia Bcl-2; Bax y Bak, en la inducción de la 
liberación del citocromo C y otros factores pro-apoptóticos mitocondriales como el 
SMAC/DIABLO el cual interactúa con las proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs) (Luo, 
1998; Du y col., 2000; Verhagen y col., 2000; Koonin y Aravind, 2002;). Las IAPs 
también participan en la regulación de la muerte celular suprimiendo la apoptosis 
(Deveraux y Reed, 1999) y actuando sobre otros mediadores del proceso apoptótico 
como las caspasas (Kaufmann y Gores, 2000) (Figura 8). 
De manera independiente a las caspasas, existen otras moléculas efectoras de 
muerte que también pueden desencadenar el proceso de suicidio celular. Entre las más 
destacadas, se encuentran el factor de indución de apoptosis (AIF); una flavoproteína 
mitocondrial conservada filogenéticamente y la endonucleasa G, una nucleasa 
específica de la mitocondria (Susin y col. 1999; Li y col. 2001; Van Loo y col. 2001; 
Cande y col., 2002; Tait y Green 2008). Estas dos proteínas se trasladan desde la 
mitocondria al núcleo, donde se unen al ADN, dando lugar a su fragmentación y por 
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último a la muerte celular. Además de la mitocondria, otro orgánulo en el que se 
localizan muchos de los pasos de control críticos para el mecanismo apoptótico es el 
retículo endoplasmático (ER). Se trata de un orgánulo subcelular implicado en la 
síntesis de proteínas de membrana y/o secretoras, y lípidos (Hussain y col., 2007). 
Dado que el ER requiere varios factores para que la capacidad de plegamiento proteico 
sea óptima, incluyendo el ATP, Ca2+ y la oxidación del ambiente, este orgánulo es 
altamente sensible al estrés el cual perturba los niveles de energía celular, el estado 
redox o la concentración de Ca2+. Dicho estrés desencadena la acumulación y 
agregación de las proteínas no plegadas las cuales son tóxicas para las células. Así, 
numerosas condiciones fisiopatológicas están asociadas con el estrés del ER, 
incluyendo la isquemia, enfermedades neurodegenerativas y diabetes. Con el fin de 
mantener la homeostasis en contra de cualquier disfunción asociada al ER, éste 
responde a través de un complejo mecanismo de señalización coordinado denominado 
unfolded protein response o UPR (Kaufman, 1999; Zhao y Ackerman, 2006;). El UPR 
transfiere el estrés del ER al citosol y al núcleo, para contrarrestar el desequilibrio en la 
síntesis proteica, plegamiento, modificación, translocación y degradación. Se ha visto 
que la falta de glucosa, síntesis proteica elevada, infección vírica, alteraciones de los 
flujos del Ca2+ y regulación redox, conllevan a una disfunción en el ER y desencadenan 
el UPR. Se tiene poco conocimiento de los mecanismos apoptóticos implicados, aún así, 
se sabe que la apoptosis inducida por estrés del ER está mediada por la mitocondria 
y/o a través de la activación de kinasas pro-apoptóticas que intervienen normalmente 
en la apoptosis extrínseca mediada por receptores de muerte (Hussain, 2007). Algunos 
autores han confirmado que las proteínas de la familia Bcl-2 juegan un papel regulador 
en el cruce apoptótico entre el ER y, la mitocondria y las caspasas 1, 3, 7, 8 y 12 
constituyen mediadores clave de estos procesos apoptóticos (Wang y col., 1998; Wood 
y Newcomb, 1999; Foghsgaard y col., 2001; Oakes y col., 2006; Lee y col., 2007; 
Conus y col., 2008).  
A pesar de que durante muchos años, se ha pensado que las caspasas eran las 
principales proteasas implicadas en la ejecución del programa apoptótico (Salvesen y 
Dixit, 1997; Green y Kroemer, 1998; Ivanova y col., 2008), estudios recientes han 
confirmado que las proteasas del sistema endosomal/lisosomal, también están 
implicadas en este proceso, especialmente bajo condiciones patológicas (Turk y col., 
2002; Guicciardi y col., 2004). El sistema endosomal/lisosomal es el lugar para la 
degradación del material celular endocitado y autofagocitado y los lisosomas y 
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endosomas han sido durante mucho tiempo considerados erróneamente como 
estructuras estables sólamente implicadas en la muerte celular necrótica, donde las 
proteasas lisosomales podían llevar a cabo la degradación de los componentes 
celulares de manera no específica. Sin embargo, existen indicios que revelan que la 
permeabilización de la membrana lisosomal (LMP) con una posterior liberación de las 
proteasas lisosomales hacia el citosol, podría iniciar y ejecutar el programa apoptótico 
en varios modelos (Leist y Jäättelä, 2001; Turk y col., 2002; Guicciardi y col., 2004; 
Stoka y col., 2007). Las catepsinas son uno de los mayores grupos de enzimas dentro 
de los lisosomas y estarían formadas por las cisteín-catepsinas, las más abundantes y 
que incluyen un grupo de 11 enzimas relacionadas (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W y X); y 
la catepsina aspártico-proteasa D (Turk y col., 2000, 2001, 2002).  
Otra familia de proteasas no lisosomales dependientes de calcio son las 
calpaínas. Estas proteínas están implicadas en una gran variedad de procesos 
regulados por el calcio como la transducción de la señal, la proliferación celular o la 
apoptosis (Goll y col., 2003). Fallos en la expresión de las calpaínas pueden dar lugar a 
importantes enfermedades neuronales como el Alzheimer, Parkinson o Esclerosis 
múltiple (Saez y col., 2006).  
Entre las proteínas anti-apoptóticas mejor estudiadas, se encuentran los 
clásicos miembros de unión no ribosomales de las proteínas de choque térmico (Hsps). 
Estas proteínas están presentes en el citosol de todas las células eucariotas y 
constituyen chaperones moleculares requeridos para el plegamiento y transporte 
correcto de muchas proteínas implicadas en mecanismos de transducción de la señal.  
Otra molécula implicada en procesos apoptóticos es el NF-κB, perteneciente a la 
familia del factor de transcripción Rel/ NF-κB. En mamíferos actúa como un factor de 
transcripción bifuncional ya que su activación conduce a la expresión de genes pro y 
anti-apoptóticos. Mientras que la luz ultravioleta puede inducir apoptosis a través de la 
liberación de dímeros de NF-κB los cuales a su vez suprimen la transcripción de genes 
anti-apoptóticos (Ashikawa y col., 2004; Campbell y col., 2004); el NF-κB también 
puede bloquear la apoptosis mediante la sobre-regulación directa de las IAPs 
(Kucharczak y col., 2003).  
En cuanto a los distintos mecanismos de señalización implicados en las 
respuestas al estrés ambiental, se ha visto que las protein-kinasas activadas por el 
mitógeno (MAPKs) juegan un papel significativo (Schaeffer y Weber, 1999; Widmann y 
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col., 1999; Kyriakis y Avrusch, 2001). La cascada MAPK se puede activar mediante 
varias moléculas entre las que se encuentra la protein kinasa C (PKC) y las GTPasas de 
la familia Ras. Entre estas GTPasas se encuentra la subfamilia Rho que está implicada 
en la regulación del crecimiento celular y la apoptosis (Lacal, 1997).  
Una proteína relacionada con el proceso apoptótico que está siendo objeto de 
estudio en la actualidad con el fin de averiguar su papel funcional en humanos es la 
apolipoproteína D (apoD). Esta proteína, también denominada Lazarillo, es una 
glicoproteína secretada durante el desarrollo neuronal y envejecimiento, y que está 
relacionada con varias enfermedades del sistema nervioso como la esquizofrenia, 
Alzheimer o esclerosis múltiple. También podría estar implicada en la modulación de la 
apoptosis regulada por el mecanismo NF-κB para el que posee varios sitios de unión 
(Sánchez y col., 2006). Otro mecanismo clave relacionado con la muerte celular 
apoptótica es el mediado por la familia de receptores de reconocimiento de patrón 
intracelular o NACHT-LRR (NLR), un grupo especializado de receptores intracelulares 
que representan un componente clave del sistema inmune innato del hospedador. Un 
gen relacionado funcionalmente con el mecanismo NLR es la proteína tipo speck 
asociada a la apoptosis que contiene un dominio CARD (ASC). El ASC funciona como 
proteína adaptadora y media la interacción entre las proteínas NALPs, miembros de la 
familia NLR, y la caspasa 1 (Martinon y Tschopp, 2005).  
Los receptores transmembrana tipo integrina median las funciones biológicas 
atribuidas a las interacciones entre la matriz extracelular (MCE) y la célula (Boudreau y 
Jones, 1999; Martin y Vuori, 2004; Redding y Juliano, 2005; Marastoni y col., 2008). 
Las interacciones célula-MCE tienen una gran importancia en la mediación de la 
supervivencia celular, por ello la disrupción o pérdida de la unión de la integrina induce 
la PCD; concretamente una forma de apoptosis dependiente de caspasas denominada 
anoikis (apoptosis inducida por desprendimiento o muerte celular mediada por las 
integrinas).  
LA APOPTOSIS EN INVERTEBRADOS  
Los numerosos trabajos que han visto la luz en los últimos años relativos al 
estudio de la apoptosis, resaltan que la complejidad del proceso apoptótico en 
vertebrados es sustancialmente mayor respecto a organismos menos evolucionados 
como los invertebrados modelo Drosophila o C. elegans (Figura 9), conduciendo a la 
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especulación de que ha existido una expansión específica en vertebrados y 
diversificación evolutiva de genes relacionados con la apoptosis (Aravind y col., 2001).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Árbol filogenético de organismos modelo 
 
Los datos existentes hoy en día sobre apoptosis en invertebrados, se basan en 
los amplios estudios llevados a cabo con el nematodo C. elegans y el insecto 
Drosophila; dos organismos pertenecientes al grupo de los ecdisozoos. En comparación 
con Drosophila o humano, la red apoptótica de los nematodos es mucho más sencilla 
(Colin y col., 2009) (Figura 10).  
A diferencia de otros animales, la muerte celular programada (PCD) no es 
esencial para la viabilidad de C. elegans, al menos en estudios llevados a cabo en 
laboratorio (Ellis y Horvitz, 1986). No existen indicios de la implicación de dominios de 
muerte en el programa apoptótico de este organismo y tampoco se han encontrado 
proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs) que participen activamente en este proceso, 
a diferencia de los vertebrados (Geng y col., 2008; Lasi y col., 2010b). Los estudios 
genéticos llevados a cabo en C. elegans demostraron que un gen homólogo al Apaf-1 
de humanos, el CED-4, estaba localizado por encima del CED-3, el homólogo de la 
caspasa 3 (Yuan y Horvitz, 1992), dentro de la cascada apoptótica. Asimismo, el CED-
9, una proteína homóloga al Bcl2 de vertebrados, regula negativamente al CED-4, 
mediante su secuestro a la mitocondria, previniendo la activación del CED-3 y por 
tanto, el desencadenamiento de la apoptosis (Shaham y Horvitz, 1996) (Figura 10). La 
maquinaria de muerte en este organismo, se activa cuando el EGL-1, un homólogo 
pro-apoptótico BH3-only de la familia Bcl-2 se une al CED-9 en la mitocondria y 
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desplaza al CED-4 (Conradt y Horvitz, 1998). El CED-4 liberado se oligomeriza y 
entonces se une al CED-3, dando lugar a la apoptosis (Conradt y Horvitz, 1998). A 
diferencia del Apaf-1, el CED-4 carece de la región WD40 y por tanto no se uniría al 
citocromo C (Hu y col., 1998a, 1998b). De manera distinta a lo que ocurre en 
nematodos, el Apaf-1 no está localizado en la mitocondria por lo que no puede unirse 
al gen anti-apoptótico Bcl2 (Newmeyer y col., 2000), y en su lugar éste inhibe la 
apoptosis bloqueando el MOMP, una función no observada en CED-9 y por tanto en 
nematodos (Delivani y col., 2006).  
En el caso de Drosophila (Figura 10), organismo que está formado por un 
número de células mil veces superior al de C. elegans, la presencia de un programa de 
muerte celular es necesario para la consecución satisfactoria del desarrollo y, una 
inhibición de la apoptosis resultaría en defectos severos y letalidad del organismo 
(White y col., 1994, Grether y col., 1995; Xu y col., 2005; Srivastava y col., 2007). Al 
igual que en vertebrados, la apoptosis en mosca está regulada por una gran variedad 
de estímulos que se pueden originar bien a partir de la propia célula o proceder del 
ambiente (Kornbluth y White, 2005). 
Estudios genéticos llevados a cabo confirman que la apoptosis en Drosophila 
estaría regulada a través de las IAPs. Concretamente, los estímulos de muerte se 
transmiten mediante la expresión de los inhibidores de las IAPs, las proteínas 
pertenecientes a la familia RHG: Reaper, Hid y Grim (Li, 2009) y homólogas a las 
moléculas Smac/Diablo y HtrA2/Omi de vertebrados. Las RHG poseen un papel mucho 
más crítico en Drosophila que el de sus moléculas homólogas en organismos superiores 
(Dorstyn y col., 2004) ya que controlan la activación de las caspasas mediante 
múltiples mecanismos. Además, actúan de mediadoras en la formación de un complejo 
similar al apoptosoma constituido por la ARK; un homólogo de Apaf-1, y DRONC; el 
ortólogo de caspasa 9 el cual activaría a su vez las caspasas efectoras DRICE y DCP-1 
(Quinn y col., 2000). Por el momento, se desconoce de qué manera tiene lugar el 
mecanismo de activación de ARK. Aunque esta proteína posee una región WD 
(Rodríguez y Lazebnik, 1999), no parece que participe en el proceso de mediación de 
la activación de las caspasas por parte del citocromo C (Fuchs y Séller, 2011). 
A diferencia de vertebrados, las células de Drosophila no sufrirían MOMP, y el 
citocromo C no sería una molécula indispensable para que tuviese lugar la activación 
de las caspasas (Varkey y col., 1999; Dorstyn y col., 2002, 2004; Dorstyn y Kumar,  
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2006; Means y col., 2006; White, 2009). Por último cabe destacar que a diferencia de 
C. elegans, la mosca de la fruta carece de proteínas BH3-only y las únicas proteínas 
multidominio pertenecientes a la familia Bcl-2 serían Drob-1/Debcl/dBorg-1/dBok 
(dBok) y Buffy/dBorg-2 (Buffy), homólogas a la proteína pro-apoptótica Bok/Mtd de 
vertebrados (Igaki y Miura, 2004) (Figura 10). 
Además de las diferencias observadas entre nematodos y artrópodos, se han 
encontrado procesos apoptóticos diferentes dentro del grupo de los insectos. 
Kumarswamy y colaboradores (2009) emplearon recientemente células Sf9 para 
demostrar que la liberación del citocromo C citosólico es un evento esencial para la 
activación de las caspasas durante la apoptosis de los insectos lepidópteros y dicha 
liberación podría ocurrir de manera independiente a la pérdida del potencial de 
membrana y a MPT. Por otra parte, se ha detectado presencia de citocromo C en el 
citoplasma de células apoptóticas inducidas por luz ultravioleta del gusano de seda 
(Bombyx mori) (Pan y col., 2009). Estos aspectos son distintos a lo observado en 
Drosophila y similares a los de mamíferos (Zhang y col., 2010).  
Otro organismo que ha aparecido recientemente como modelo de estudio de la 
muerte celular programada en el contexto de la homeostasis, desarrollo e inmunidad, 
es el cnidario Hydra magnipapillata (Cikala y col., 1999; Böttger y Alexandrova, 2007; 
Galliot y Chera, 2010; Lasi y col., 2010a) (Figura 10). En el año 1989 los autores 
Honegger y colaboradores publicaron un trabajo en el que se constataba el 
descubrimiento de la formación de cuerpos apoptóticos en Hydra (Honegger y col., 
1989). En este organismo tiene lugar un proceso apoptótico clásico, bien mediado por 
receptores o a través del mecanismo intrínseco. Los estudios llevados a cabo en los 
últimos doce años han demostrado la conservación evolutiva de ambos mecanismos en 
cnidarios y que parece haberse perdido en ecdisozoos (Cikala y col., 1999; David y 
col., 2005; Lasi y col., 2010a; Lasi y col., 2010b). El mecanismo extrínseco está 
mediado por la estimulación extracelular de la familia del receptor de muerte que 
induce la formación del complejo DISC. Algunos estudios han revelado la expresión de 
un homólogo del TNFR constituido por dominios de muerte, una caspasa con dominio 
DED y un ortólogo de la proteína adaptadora FADD (Lasi y col., 2010a). Además, se ha 
descrito la presencia de caspasas ejecutoras. En cuanto al mecanismo intrínseco, se ha 
comprobado la existencia de varios genes pertenecientes a la familia Bcl-2; tanto 
genes multidominio como genes BH3-only, a diferencia de lo observado en organismos 
pre-bilaterales, donde no se han encontrado genes pro-apoptóticos dotados de un 
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único dominio BH3. Además, la presencia de un homólogo de Apaf-1 (Lasi, 2009) cuya 
estructura, formada por varias repeticiones WD40 entre otros dominios específicos, 
hace pensar en una posible interacción con el citocromo C y con las caspasas pero al 
igual que en C. elegans y Drosophila, no existen indicios de que se produzca liberación 
del citocromo C durante la apoptosis (Figura 10).  
En gusanos y moscas se ha corroborado la ausencia de homólogos del dominio 
de muerte de la familia TNFR. Aunque se creía que los receptores de la familia TNF 
estaban presentes solamente en vertebrados (Bridgham y col., 2003), se han descrito 
en otros organismos inferiores como erizos de mar (Strongylocentrotus purpuratus), 
anémonas (Nematostella vectensis) y ascidias (Ciona intestinalis), lo que indicaría que 
la aparición de estas proteínas tuvo lugar de manera temprana a lo largo de la 
evolución, concretamente antes de que se llevase a cabo la divergencia entre cnidarios 
y organismos bilaterales, y se habrían perdido en otros grupos taxonómicos como el de 
los nematodos y artrópodos. Sin embargo, los receptores de muerte clásicos 
aparecieron en vertebrados dado que ni en cnidarios, equinodermos o urocordados 
como la ascidia C. intestinalis, se encontraron homólogos de los receptores de muerte 
de la familia TNF o ligandos. En cuanto a los ortólogos de TNFRs carentes de dominios 
de muerte pero implicados tanto en inducción como inhibición de apoptosis, éstos 
también estuvieron presentes en erizo (Bhardwaj y Aggarwal, 2003; Hehlgans and 
Pfeffer, 2005) al igual que sus ligandos. Homólogos de varios adaptadores como el 
FADD o TRAF estuvieron presentes en este equinodermo. Robertson y colaboradores 
(2006) revelaron que la complejidad genómica del proceso apoptótico en S. purpuratus 
(Figura 10) es comparable con la de vertebrados pero cualitativamente diferente, y 
considerablemente mayor que la complejidad observada en cnidarios no bilaterales 
como la anémona y a su vez mayor que la de artrópodos o nematodos (Figura 10). 
Mientras que en humano, mosca y gusano solamente hay un Apaf-1, estando ausente 
en anémona de mar; el erizo contiene al menos dos homólogos de esta proteína con 
una estructura de dominios distinta y que le permitiría interactuar con proteínas que 
contienen un dominio de muerte como la caspasa tipo 8 (Hibino y col., 2006). La 
maquinaria apoptótica en erizo estaría constituida por elementos propios del 
mecanismo extrínseco e intrínseco. Se han identificado varias caspasas, genes 
pertenecientes a la familia Bcl-2 como los genes pro-apoptóticos BH3-only Bax y Bak, 
los genes anti-apoptóticos Bcl-xL y Bcl-2L2 o un gen Bcl2L13. Además, se han 
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encontrado varias secuencias de IAPs cuya complejidad estructural se encuentra a 
medio camino de la de humano y Drosophila.  
LA APOPTOSIS EN MOLUSCOS  
El estudio de la apoptosis en moluscos bivalvos no ha recibido tanta atención 
como en otros grupos taxonómicos, sin embargo son varios los genes relacionados con 
la apoptosis identificados en las últimas décadas en estos organismos. 
En lo que al mecanismo extrínseco se refiere, en el año 2006, Betti y 
colaboradores comprobaron que un tratamiento de hemocitos de M. galloprovincialis 
con TNF-α, era capaz de inducir fosforilación rápida y transitoria del p38 y de las JNKs 
desencadenando la apoptosis. Recientemente, se clonó un homólogo del TNF-α de 
humano en la oreja de mar (Haliotis discus) (De Zoysa y col., 2009a). Además, un 
miembro del TNFR fue identificado en Chlamys farreri (Li y col., 2009) y varios 
tránscritos de un gen tipoTNFR se identificaron en M. edulis (Philipp y col., 2012). El 
factor TNF-α inducido por LPS (LITAF) es un factor de transcripción que controla la 
expresión génica del TNF-α. Este gen ha sido identificado en varios vertebrados e 
invertebrados, incluyendo organismos bivalvos como C. farreri, Pinctada fucata, C. 
gigas y hace pocos años se clonó en la vieira japonesa Mizuhopecten yessoensis y en 
la almeja dura Meretrix meretrix (Yu y col., 2007; Park y col., 2008; Zhang y col., 
2009; He y col., 2012; Li y col., 2012). Los autores Philipp y col (2012) encontraron 24 
fragmentos de un dominio LITAF en el transcriptoma de M. edulis.  
Yang y colaboradores publicaron un trabajo en el año 2011 en el que 
caracterizaban tanto el factor como la proteína asociados al receptor de TNF: TRAF y 
TTRAP, respectivamente, en C. farreri. En esta misma especie, Qui y col (2009) 
describieron un TRAF6. Asimismo, se han identificado un ligando inductor de la 
apoptosis relacionada con TNF (TRAIL), y un ligando Fas (FasL) en las ostras C.gigas y 
O. edulis (Zhang y col., 2011; Morga y col., 2012) mientras que los autores De Zoysa y 
col. (2009b) clonaron un homólogo de FasL en oreja de mar. Yang y Wu (2010) 
caracterizaron un ortólogo del TRAIL de humano que denominaron CasTrail, en la ostra 
Crassostrea ariakensis. 
En cuanto a la presencia de proteínas adaptadoras, recientemente, Zhang y 
colaboradores (2011) identificaron en C. gigas, una proteína tipo FADD que 
denominaron CgFADD y cuya estructura proteica era similar al homólogo de humano. 
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Una única caspasa tipo 8 ha sido caracterizada en la oreja de mar (Haliotis 
diversicolor).  
En relación a la presencia de factores mitocondriales liberados durante el 
MOMP, marcadores del mecanismo apoptótico intrínseco, en C. gigas se clonaron un 
ORF de SMAC/Diablo y una secuencia parcial de un gen tipo AIF (Sokolova, 2009; 
Châtel y col., 2011; Zhang y col., 2011). Philipp y colaboradores (2012) encontraron 
varios miembros de la familia AIF; un AIF y un AIFL; en M. edulis. Además, varias ESTs 
de una proteína interactuadora de Apaf-1 (APIP) fueron identificadas en dos especies 
de almeja (R. decussatus y R. philippinarum) (Moreira y col., 2012a). Se han 
identificado tres secuencias pertenecientes a la familia de proteínas Bcl-2 en ostra (C. 
gigas) y mejillón (M. galloprovincialis) un Bcl-xL, Bcl-xS y un Bag (Châtel y col., 2011; 
Zhang y col., 2011). 
En el año 2010 los autores Moroz y Kohn identificaron un IAP en el gasterópodo 
Aplysia californica. Recientemente, se encontraron varias ESTs que codificaban para 
IAPs en almeja (R. philippinarum) y ostra (C.gigas) (Zhang y col., 2011; Zhang y col., 
2012; Moreira y col., 2012b) y Morga y colaboradores (2012) caracterizaron 
estructuralmente una secuencia de un IAP en O. edulis denominada OeIAP. 
En cuanto a los mecanismos independientes de caspasas, varias ESTs de 
catepsinas fueron identificadas recientemente en almeja (R. philippinarum) (Moreira y 
col., 2012b) y O. edulis (Morga y col., 2012).  
Las Hsps han sido muy estudiadas en moluscos bivalvos como R. philippinarum 
donde las proteínas de esta familia que han recibido mayor atención son la Hsp27, 
Hsp40/DnaJ, Hsp70 y Hsp90, pero otras, menos comunes, también han sido objeto de 
análisis (Hsp10, Hsp22, Hsp83 y algunos miembros de la familia Hsp90). Dentro de la 
familia de las Hsp70 cabe destacar a las mortalinas. Se trata de moléculas que se unen 
al p53 evitando su translocación al núcleo, inhibiendo así la expresión de genes 
dependientes del p53 pro-apoptóticos y disminuyendo los niveles de apoptosis en 
células de moluscos de manera similar a otras especies de vertebrados (Böttger y col., 
2008).  
En moluscos, todos los componentes claves de la cascada de señalización del 
NF-κB han sido descritos y se ha comprobado que poseen una similitud considerable 
con el mecanismo de señalización homólogo en mamíferos (Ouwe-Missi-Oukem-Boyer 
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y col., 1994; Montagnani y col., 2004; Zhu y Wu, 2008). Se sabe que el factor de 
transcripción NF-κB posee efectos anti-apoptóticos en vertebrados (Aggarwal y col., 
2004; Dey y col., 2008). Sin embargo, todavía se desconoce el papel exacto del NF-κB 
en la apoptosis de moluscos.  
Otro mecanismo de señalización implicado en procesos celulares apoptóticos en 
bivalvos son las MAPKs (Katsu y col., 1999; Canesi y col., 2002b; Lacoste y col., 2002). 
Varios autores comprobaron como el LPS y otros factores bacterianos llevaban 
asociada la activación de las estrés kinasas como el p38-MAPK, JNK o ERK en mejillón 
(M. galloprovincialis) (Canesi y col., 2002b; Betti y col., 2006; Ciacci y col., 2010). Se 
ha visto que las MAPK actúan de mediadoras durante la fagocitosis y síntesis de las 
Hsps en hemocitos de Mytilus incubados con toxinas y bacterias (Canesi y col., 2002b; 
Gaitanaki y col., 2004; Kefaloyianni y col., 2005). La protein-kinasa A (PKA) parece 
estar involucrada en la apoptosis de hemocitos de estos organismos, siendo inducida 
por la noradrenalina y actuando como un atenuador de los niveles de apoptosis 
(Lacoste y col., 2002). Los mismos autores comprobaron que en hemocitos de C. gigas 
las señales generadas por las catecolaminas están internalizadas a través de la PKA y 
PKC. Moreira y colaboradores (2012b) detectaron la presencia de una EST de PKC pero 
no de PKA, en R. philippinarum. Por otra parte, en la especie A. californica se han 
descubierto varios genes rho (Madaule y Axel, 1985).  
Otras moléculas no investigadas en bivalvos son la apoD, cuya secuencia fue 
detectada por Moreira y col. (2012b) en R. philippinarum, y la ASC, que parecía estar 
ausente en M. edulis (Philipp y col., 2012) pero que sin embargo Venier y col. (2011) 
detectaron en M. galloprovincialis. Por último, la apoptosis en las células de moluscos 
también se puede desencadenar mediante la activación de los receptores de superficie, 
es decir, receptores de hormonas e integrinas. Varios autores han observado como la 
activación de las integrinas ocurre mediante ligandos específicos o por péptidos que 
contienen Arg-Gly-Asp (RGD) de unión a la integrina promoviendo la apoptosis de 
manera similar a los neutrófilos de mamíferos (Terahara y Takahashi, 2008). 
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OBJETIVOS 
 
Dada la limitación de los recursos pesqueros naturales, la acuicultura se 
presenta como el sector con el crecimiento más rápido para la producción de alimento 
animal en el mundo. Con el fin de lograr una actividad acuícola sostenible y duradera 
que garantice el bienestar animal y la seguridad alimentaria, los productores han de 
asumir y manejar técnicas de prevención que ayuden a reducir el impacto negativo de 
agentes externos en la acuicultura de moluscos bivalvos, combatiendo así las 
consecuentes pérdidas económicas. El desarrollo de estas herramientas requiere de la 
ayuda científica, por ello, es necesario mejorar el conocimiento de las respuestas 
fisiológicas y de la defensa inmune de los moluscos frente a agentes patógenos o 
parásitos, contaminantes y otros estresantes ambientales.  
El mejillón mediterráneo es un candidato potencial susceptible de ser tomado 
como modelo en estudios inmunológicos, dada su alta resistencia a agentes externos 
(enfermedades o estresantes ambientales) en comparación con otras especies de 
moluscos bivalvos, además de la importancia comercial y ecológica que posee a nivel 
global. Además, el estudio de la respuesta inmune en el mejillón Mytilus 
galloprovincialis, aportaría nueva información, sobre la inmunobiología en moluscos y 
la evolución comparada del sistema inmune en éstas y otras especies de invertebrados.  
Este trabajo se centra en la caracterización de moléculas implicadas en la 
muerte celular, tanto de microorganismos potencialmente patógenos, como es el caso 
de las moléculas formadoras de poros, como de la muerte de las células propias, 
fundamentalmente los mecanismos de suicidio celular o apoptosis. 
En el desarrollo de los bivalvos, los estadíos larvarios son los más sensibles a 
patógenos, por ello el conocimiento de la inmuno-competencia larvaria a lo largo del 
desarrollo, puede ser empleado en el apoyo y mejora de la producción acuícola. El 
primero de los objetivos del presente trabajo aborda la descripción de las moléculas 
formadoras de poros, capaces de destruir microbios invasores a través de la creación 
de huecos en sus paredes celulares y su papel en el desarrollo y respuesta inmune en 
larvas de mejillón.  
La apoptosis es un proceso fisiológico esencial para el funcionamiento normal 
del sistema inmune. En este sentido, el programa de suicidio celular en moluscos 
puede jugar un importante papel en la protección del sistema inmune innato contra 
agentes externos, por lo que es necesario averiguar de qué manera tienen lugar los 
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procesos apoptóticos en moluscos bivalvos. El desarrollo de estudios funcionales sobre 
genes presentes en bivalvos e implicados en multitud de enfermedades humanas como 
el cáncer, enfermedades del sistema nervioso u otras disfunciones fisiológicas, supone 
una herramienta muy valiosa para comprender en mayor medida los procesos bajo los 
que se desarrollan estas enfermedades en los animales y también servirían como 
nuevos biomarcadores de contaminación. La mejora del conocimiento de los 
mecanismos moleculares que median la apoptosis en respuesta a agentes externos, 
ofrecería soluciones innovadoras al tratamiento de las enfermedades y contaminación 
ambiental, lo que se traduce en una mejora de los niveles de producción acuícola y 
calidad del producto cultivado. La importancia ecológica del mejillón y la secuencia de 
cambios ambientales que venimos padeciendo causada por fenómenos como el cambio 
climático o incidentes contaminantes como la catástrofe del Prestige, justifica la 
necesidad de identificar genes apoptóticos susceptibles al estrés ambiental, desvelando 
así las relaciones existentes entre los mecanismos moleculares que median la apoptosis 
y la respuesta al estrés por parte de estos organismos. En los últimos años, el estudio 
de este proceso en mamíferos ha recibido mucha atención por parte de la comunidad 
científica. Sin embargo, debido a la falta de información genética y herramientas 
moleculares, existe un desconocimiento de este proceso en moluscos y otros 
organismos invertebrados no modelo. El segundo objetivo se centra en la 
descripción del proceso apoptótico en hemocitos de mejillón utilizando la luz 
ultravioleta como agente inductor.  
Mediante el uso de la biología molecular se podrían identificar aquellos 
mecanismos moleculares que median la apoptosis en respuesta a agentes externos 
como patógenos, agentes genotóxicos o contaminantes así como determinar el grado 
de especificidad de la respuesta. El tercer objetivo de este trabajo consiste en 
caracterizar a nivel estructural seis genes caspasas y analizar su regulación frente a 
patógenos, estímulos ambientales y contaminantes orgánicos.  
La caracterización de genes apoptóticos susceptibles al estrés ambiental, 
constituye el primer paso para el futuro desarrollo de nuevos biomarcadores de 
contaminación en el ambiente. El cuarto objetivo de la presente memoria de tesis se 
centra en la caracterización e identificación de genes implicados en la ruta apoptótica 
intrínseca o mitocondrial del mejillón, con el fin de enriquecer y complementar la 
escasa información disponible hasta el momento sobre este proceso en moluscos 
bivalvos. 
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Como quinto objetivo, se estudia la modulación de la ruta apoptótica 
mitocondrial mediante el uso de compuestos inhibidores con el objetivo de analizar los 
mecanismos moleculares inducidos por el estrés ambiental y que conducen a la muerte 
celular apoptótica en organismos invertebrados marinos. 
Para mejorar el conocimiento de las respuestas fisiológicas de los moluscos, el 
sexto objetivo aborda la configuración del mapa apoptótico de estos organismos. En 
base al entramado apoptótico de vertebrados, se identificarán aquellos genes 
presentes, ausentes y todavía no identificados en la red apoptótica de los moluscos. 
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CAPÍTULO I 
ESTUDIO DE LA IMPLICACIÓN DE LAS 
MOLÉCULAS FORMADORAS DE POROS EN LA 
RESPUESTA INMUNE Y DESARROLLO DEL 
MEJILLÓN
 
 
  
I.1 INTRODUCCIÓN 
Las moléculas formadoras de poros poseen un papel relevante en la defensa 
inmune puesto que son capaces de destruir microbios invasores a través de la creación 
de huecos en las paredes celulares de estos microorganismos (Parker y Feil, 2005; 
Bischofberger y col., 2009; Podack, 2009). La destrucción física mediante la creación 
de agujeros en las membranas es uno de los mecanismos de defensa inmune más 
poderosos reconocidos como parte del último arsenal biológico del que están dotadas 
las células para atacar y defenderse. Las moléculas formadoras de poros pueden 
insertarse a través de la membrana y polimerizar en la bicapa lipídica para crear poros 
gigantes transmembrana con una función similar a la de un cráter. Los mecanismos 
moleculares exactos mediante los cuales ocurre la polimerización de estas proteínas no 
han sido todavía descubiertos (Podack, 2009).  
La superfamilia del complejo de ataque a la membrana y perforina (superfamilia 
MACPF) es una de las mayores familias de moléculas formadoras de poros y que 
además, están presentes en un amplio rango de organismos vivos tales como 
bacterias, protozoos, hongos, plantas y animales (Rosado y col., 2008; Kondos y col., 
2010). Esta superfamilia está consituida por proteínas que comparten un único dominio 
central denominado MACPF. Originalmente se denominó así debido a su conservación 
en los componentes del complejo de ataque a la membrana de mamíferos (MAC) como 
es el caso de los integrantes del sistema del complemento C6, C7, C8α, C8β y C9 y en 
la proteína formadora de poros perforina (Tschopp y col., 1986). La superfamilia 
MACPF es inusual debido a la distribución y diversidad funcional de sus integrantes 
(Kondos y col., 2010). Las proteínas immunes como la perforina o proteínas del 
complemento son los ejemplos más característicos de los miembros MACPF (Kondos y 
col., 2010). 
La perforina descrita por primera vez en el año 1985 (Masson y Tschopp, 1985; 
Podack y col., 1985) es una molécula efectora crucial de los linfocitos citotóxicos de 
mamíferos (CTL) (Baran y col., 2009) que actúa como mediadora clave del mecanismo 
de exocitosis granular. Esta proteína se almacena en gránulos ácidos que constituyen 
lisosomas especializados de secreción (Kondos y col., 2010) y cuyo contenido se libera 
de manera controlada, a la sinapsis inmunológica de contacto, para eliminar células 
transformadas o células que han sido infectadas por virus (Natarajan y Cowan, 1998; 
Voskoboinik y col., 2006; Podack, 2009). Los monómeros de perforina se autoinsertan 
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atravesando la membrana plasmática de las células diana y a posteriori, participan en 
un proceso de polimerización que requiere la presencia de calcio, para transformarse 
después en agregados formadores de poros (Podack y col., 2007; Athanasopoulou y 
col., 2009). El calcio puede dar lugar a un cambio conformacional mediante la 
exposición del dominio de unión dependiente de calcio (C2) a las membranas de las 
células diana (Natarajan y Cowan, 1998; Lukoyanova y Saibil, 2008). El dominio C2 
está unido al extremo N-terminal a través de un motivo tipo EGF cuya función no ha 
sido determinada (Kondos y col., 2010). La parte central alfa-hélice de la molécula de 
perforina se transforma en dos horquillas anti-paralelas β que conforman un poro con 
forma de barril (β) (Lukoyanova y Saibil, 2008). Los poros gigantes transmembrana 
generados en las membranas celulares poseen diámetros internos que abarcan desde 
los 10 a 16 nanómetros; siendo lo suficientemente grandes para permitir el flujo de 
componentes tóxicos y ganar acceso al interior celular resultando en la alteración de 
gradientes iónicos, lisis osmótica y apoptosis (Uellner y col., 1997; Natarajan y Cowan, 
1998; Suzuki y col., 2002; Podack, 2009). 
El sistema del complemento es el principal sistema efector de la inmunidad 
innata (Li y col., 2007). Las funciones mediadas por los productos de activación del 
complemento incluyen fagocitosis y citolisis de patógenos, solubilización de los 
complejos inmunes e inflamación (Boshra y col., 2006). El complejo de ataque de la 
membrana o MAC, se ensambla a través de la unión secuencial de una molécula de 
cada componente del complemento C5b, C6, C7 y C8, y la incorporación de un número 
variable (6-16) de moléculas C9 hacia el complejo inicial. El complejo MAC final ya 
ensamblado, tiene la capacidad de eliminar bacterias mediante la formación de un poro 
en la bicapa fosfolipídica, así como crear una disrupción en la célula diana (Muller-
Eberhard, 1986; Gasque, 2004). Los componentes terminales del complemento (TCC): 
C6, C7, C8α, C8β y el C9, son proteínas relacionadas estructuralmente que difieren en 
tamaño y complejidad. Poseen mucha similitud secuencial y cuatro motivos 
estructurales comunes que incluyen la trombospondina (TSP), el receptor de baja 
densidad de la lipoproteína (LDL-R), el precursor del factor de crecimiento epidérmico 
(EGFP) y el dominio MACPF (Li y col., 2007).  
Otro grupo de proteínas que se incluye dentro de la superfamilia MACPF es el 
de las moléculas líticas pertenecientes a la familia de las toxinas mortales de las 
anémonas. Entre ellas, se encuentran la AvTX-60A, purificada a partir de los 
nematocistos de la especie Actineria villosa, y las tres toxinas proteicas letales PsTX-
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60A, PsTX-60B y PsTX-20A identificadas en la anémona Phyllodiscus semoni (Nagai y 
col., 2002a, 2002b; Oshiro y col., 2004; Satoh y col., 2007). Sin embargo, no todas las 
proteínas que contienen dominios MACPF están implicadas en la invasión y defensa 
(Rosado y col., 2007; Lukoyanova y Saibil, 2008). Entre los miembros no líticos de la 
familia, destacan cinco moléculas multidominio denominadas astrotactinas que están 
involucradas en procesos de migración neuronal (Zheng y col., 1996). La astrotactina 2 
(ASTN2) está relacionada con varias enfermedades del sistema nervioso como el 
autismo o la esquizofrenia (Lesch y col., 2008; Vrijenhoek y col., 2008; Glessner y col., 
2009; Wilson y col., 2010). Otros como los miembros de la subfamilia BRINP, se 
expresan en el tejido neuronal y participan en la supresión de tumores (Kawano y col., 
2004; Wright y col., 2004). Existen otras subfamilias MACPF que incluyen miembros 
que poseen funciones tanto líticas como no líticas (Rosado y col., 2007; Lukoyanova y 
Saibil, 2008). Por ejemplo, las proteínas de expresión de macrófagos (MPEG) de la 
esponja Suberites domuncula participan activamente en la destrucción de bacterias 
(Wiens y col., 2005). Mah y col. (2004) y Wang y col. (2008), describieron una MPEG 
en las especies de oreja de mar Haliotis rufescens, H. corrugata y H. diversicolor. 
Posteriormente, He y col. (2011) y Renault y col. (2011) caracterizaron un homólogo 
de esta proteína en C. gigas. Todos estos autores sugirieron que las proteínas MPEG 
descritas estaban implicadas en la respuesta inmune. Además, Podack y col. (2007) 
propusieron que el MPEG es una proteína formadora de poros pero esta hipótesis 
todavía no se ha confirmado. Estos resultados demuestran que la presencia de 
homólogos de MPEG en protóstomos es compleja puesto que no se han encontrado 
representantes de estos genes en C. elegans o Drosophila, sugiriendo la pérdida 
evolutiva de estos genes en insectos y nematodos. Estos estudios sugieren que el 
MPEG podría tener su origen antes de la divergencia de los protóstomos y los 
deuteróstomos (He y col., 2011).  
Algunas proteínas de la superfamilia MACPF son conocidas por desempeñar 
funciones relacionadas con el desarrollo, y no tanto, por estar asociadas con la defensa 
inmune de los organismos. Por ejemplo, las proteínas tipo torso (TSL) están implicadas 
en el desarrollo embrionario de insectos (Martin y col., 1994). Estas proteínas son 
secretadas en las células del folículo de los polos anteriores y posteriores de los oocitos 
(Stevens y col., 1990; Martin y col., 1994; Rosado y col., 2008). Curiosamente, todas 
las secuencias anotadas en la base de datos GenBank como TSL corresponden a 
insectos. Del mismo modo, las apextrinas también toman parte en el desarrollo 
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embrionario. A diferencia de las TSL, el rango de organismos en el que se han 
identificado apextrinas es más amplio. Las secuencias disponibles en GenBank se 
refieren a cnidarios, equinodermos, cordados, moluscos y bacterias. La apextrina se 
identificó inicialmente en las vesículas secretoras de los huevos de erizo de mar 
(Heliocidaris erythrogramma). Se comprobó como a nivel funcional, la apextrina estaba 
implicada en la adhesión celular durante el desarrollo embrionario (Haag y col., 1999). 
Posteriormente, Huang y colaboradores, observaron que este gen era capaz de sobre-
expresarse frente a una infección bacteriana en el protocordado Amphioxus 
(Branchiostoma belcheri) (Huang y col., 2007). Recientemente, Dheilly y colaboradores 
(2011) también obtuvieron niveles de expresión significativos de la apextrina en erizo 
de mar (H. erythrogramma). Aunque las apextrinas fueron descritas como proteínas de 
ataque a la membrana (Rosado y col., 2008), realmente se desconoce si poseen 
actividad lítica (Dheilly y col., 2011). Asimismo, también se ha comprobado la 
presencia de homólogos de apextrina en el coral Acropora millepora donde podrían 
estar implicados en el proceso de metamorfosis de este organismo. De manera 
sorprendente, las apextrinas estaría ausentes en la anémona de mar N. vectensis 
(Miller y col., 2007; Forêt y col., 2010). En la base de datos GenBank hay disponibles 
más de 56 secuencias de proteínas homólogas a apextrinas en erizo de mar (S. 
purpuratus) lo que sugiere que esta proteína podría estar dotada de una gran cantidad 
de funciones que abarcan desde el desarrollo embrionario hasta la capacidad de 
eliminar patógenos (Dheilly y col., 2011). Los trabajos llevados a cabo hasta la fecha 
sobre apextrinas, aunque son relativamente pocos, sientan las bases sobre el posible 
papel funcional que podrían tener estos genes. Sin embargo, en ninguno de ellos se ha 
llevado a cabo una caracterización formal de las apextrinas. Otra proteína que contiene 
el dominio MACPF es la EPCS50, la cual se expresa en las células del cono 
ectoplacentario de los trofoblastos de la placenta (Hemberger y col., 2000). Las únicas 
tres secuencias que codifican para esta proteína están presentes en ratón (Mus 
musculus).  
Dentro del reino Protista, las proteínas MACPF están presentes dentro del grupo 
de los Apicomplexa, Paramecium y Tetrahymena. Respecto a los Apicomplexa, el 
número de dominios MACPF varía a lo largo de los principales clados del phylum 
(Kafsack y Carruthers, 2010). La expansión de proteínas tipo perforina en Plasmodium, 
Theileria y Babesia, puede deberse a la necesidad de estos genes para adaptar sus 
funciones a las de sus hospedadores artrópodos y mamíferos. Hasta la fecha, se han 
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caracterizado cuatro genes con dominios MACPF en ese phylum (Kadota y col., 2004; 
Kaiser y col., 2004; Ishino y col., 2005; Ecker y col., 2007; Kafsack y col., 2009). 
Además del gran número de representantes MACPF en eucariotas, existirían dos 
miembros no eucariotas representados por el gen CT153 de las especies Chlamidia 
trachomatis y Chlamidia pneumoniae (Ponting, 1999). La región de mayor similitud 
entre los dominios MACPF no eucariotas y eucariotas, coincide con dos hélices α 
anfipáticas; zona que correspondería a la región de cruce de la membrana del 
componente del complemento 9 (Peitsch y col., 1990). Es probable que ésta sea la 
región del dominio que interactúe con las membranas. Una posible función del dominio 
MACPF del gen CT153 de C. trachomatis es la formación de poros de manera similar a 
lo observado en perforina y C9 (Tschopp y col., 1982; Liu y col., 1995) quizás 
facilitando la entrada del hospedador en las células. Se ha propuesto que estos genes 
han surgido mediante transferencia horizontal a partir de una fuente eucariota y que 
probablemente faciliten la adaptación de la bacteria al ambiente intracelular del 
hospedador (Wolf y col., 1999). 
Las proteínas formadoras de poros pueden clasificarse en base a su función, 
mecanismo de penetración de la membrana, tamaño de los poros o subunidades 
formadoras de poros. Una de las clasificaciones más importantes es la que diferencia a 
estas proteínas según el tipo de estructuras formadoras de poros en el plano de 
membrana, y que distingue entre formadores de poros α y β (González y col., 2008). 
Esta clasificación pone de manifiesto la existencia de características comunes en la 
formación de poros y función de éstos, inherente a organismos ancestrales en términos 
evolutivos (Andreeva-Kovalevskaya y col., 2008). La perforina pertenece al grupo de 
formadores de poros β y a diferencia del componente del complemento C9, no emplea 
proteínas accesorias en su unión a la membrana (Podack y col., 1991) resultando en la 
existencia de una analogía entre los mecanismos usados por las citolisinas 
dependientes de colesterol (CDCs) y la perforina (Hadders y col., 2007). Las CDCs son 
una gran familia de toxinas formadoras de poros producidas por más de veinte 
especies bacterianas de los géneros Clostridium, Streptococcus, Listeria, Bacillus y 
Arcanobacterium. El mecanismo formador de poros de estas toxinas posee dos 
características fundamentales: una dependencia absoluta de la presencia de colesterol 
de membrana y la formación de un gran poro, al igual que la perforina (Tweten, 2005).  
El dominio MACPF es un motivo ancestral que está presente en cada uno de los 
dominios del árbol de la vida a excepción del grupo Archaea (Finn y col., 2008). El 
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número de trabajos disponibles en las bases de datos genómicas, revela que de todos 
los integrantes de la superfamilia MACPF, la perforina y los miembros del complemento 
son los genes que han recibido más atención por parte de la comunidad científica. Se 
han caracterizado homólogos de estas dos familias de genes en varios grupos como 
mamíferos (Lichtenheld y col., 1988; Shinkai y col., 1988; Youn y col., 1991), 
cefalocordados (Suzuki y col., 2002), aves (Mikrou y Zarkadis, 2010) y peces (Hwang y 
col., 2004; Li y col., 2007; Athanasopoulou y col., 2009)  
En lo que se refiere a moluscos, tan sólo hay disponibles cuatro trabajos que 
caracterizan homólogos de una proteína MACPF en ostra del Pacífico (He y col., 2011; 
Renault y col., 2001) y en tres especies de oreja de mar (Mah y col., 2004; Wang y 
col., 2008). No existe referencia previa alguna de genes MACPF en Mytilus spp. Aunque 
en los últimos años se ha realizado un importante esfuerzo por obtener secuencias 
expresadas (ESTs), las cuales se han recopilado en bases de datos disponibles 
actualmente como la Mytibase (Venier y col., 2009), y en trabajos de descripción de 
genes inmunes (Pallavicini y col., 2008; Costa y col., 2009a; Gestal y col., 2010), existe 
un conocimiento limitado sobre los mecanismos implicados en la respuesta inmune 
contra patógenos en mejillones adultos así como durante la inmunocompetencia de los 
estadíos larvarios. Numerosos trabajos sobre moluscos bivalvos han demostrado la 
vulnerabilidad de los estadíos tempranos de desarrollo a las enfermedades bacterianas 
(Tubiash, 1965; Lauckner, 1983; Sindermann, 1990; Nicolas y col., 1992; Paillard y 
col., 2004; Gómez-León y col., 2005). Con el propósito de investigar el papel funcional 
de las proteínas MACPF en invertebrados marinos, se han caracterizado tres genes 
relacionados con esta familia y se ha estudiado su implicación durante el desarrollo 
larvario así como la existencia de una función inmune frente a patógenos, en el 
molusco bivalvo Mytilus galloprovincialis. 
 
.
I.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
I.2.1 ANIMALES  
Ejemplares de mejillones adultos de Mytilus galloprovincialis, fueron obtenidos 
de una planta comercial de depuración de moluscos localizada en la Ría de Vigo (NW 
de España). Los animales se mantuvieron a una temperatura de 15ºC (temperatura 
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media registrada en su ambiente natural) en tanques con agua de mar filtrada y 
aireación. Los animales se alimentaron diariamente a base de una dieta constituida por 
microalgas de las especies Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica y Skeletonema 
costatum. Previamente a los experimentos, los animales se aclimataron a las 
condiciones experimentales del laboratorio durante una semana.  
I.2.2 AMPLIFICACIÓN DE SECUENCIAS MEDIANTE RACE 
Se procedió, en primer lugar, a partir de dos librerías de ADN complementario 
(ADNc) elaboradas por Pallavicini y col. (2008), a la selección de dos secuencias 
parciales con elevada similitud al gen apextrina y una secuencia parcial similar al gen 
perforina. Las secuencias similares a apextrina se nombraron como ApelB y ApelP, 
basándose en su origen: librerías construidas con ARNs aislados de hemocitos 
expuestos a bacterias y poly I:C, respectivamente. Por otra parte, la secuencia que 
poseía mayor similitud a perforina se denominó Macp. Se llevó a cabo la amplificación 
de los genes mediante técnica RACE y para ello se amplificaron los extremos de ADNc 
(RACE) 5’ y 3’ usando el kit de amplificación de ADNc RACE SMART cDNA Amplification 
Kit (Clontech, USA). Se aisló el ARN total de los hemocitos de mejillón usando el 
reactivo Trizol en base a las instrucciones indicadas por el fabricante. Posteriormente 
se resuspendió en agua tratada con Dietil-pirocarbonato (DEPC) y se procedió a su 
almacenamiento a una temperatura de -80ºC. La calidad total del ARN se confirmó por 
electroforesis mediante un gel de agarosa. El ADNc RACE 3´y 5´se sintetizó a partir de 
1µg de ARN total usando la enzima BD PowerScript Reverse Transcriptase a una 
temperatura de 42ºC durante 90 minutos y empleando para el ADNc 3´ el cebador 3’ 
CDS-A y para el ADNc 5´ el cebador 5’ CDS-A junto con el oligonucleótido SMART A II, 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los extremos 3´y 5´de las secuencias 
de los diferentes genes se obtuvieron por PCR con el cebador A mix Universal y 
cebadores específicos que se diseñaron con ayuda del software Primer3 (v. 0.4.0) 
(Rozen y Skaletsky, 2000) (Tabla 1).  
La enzima Taq DNA polymerase (TakaRa) se usó para amplificar con las 
siguientes condiciones de ciclo: 94°C durante 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de 
amplificación a 94°C durante 30 segundos, 67°C durante 30 segundos, 70°C durante 
1,5 minutos y un paso final de extensión a 72°C durante 7 minutos. Los productos se 
analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% teñido con bromuro de 
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etidio. Posteriormente se procedió a la clonación empleando el vector pCR2.1-TOPO 
(Invitrogen) y usando las células competentes DH5α™ Competent Cells (Invitrogen). 
Nombre del cebador Secuencia del cebador 
Apex-like Mit Bact RACE5_ 5 TGCCTCCATCCTTCCTTCCATCCAT 
Apex-like Mit Bact RACE3_ 1 CCGGATCTCAAAATTGGCCAAGAGG 
Apex-like Mit Poly RACE5_ 1 TGCCAGTTCTGAATCCTGAAGGACAG 
Apex-like Poly RACE3_ 1 GGGATGACGAAGACCATGACAATGC 
Macp Mit RACE5_ 1 CCAACATCCACCTTTCTGCCCATAGA 
Macp Mit RACE5_ 2 CATTGGCCCCCAAATCTAACGGTAACAG 
Macp Mit RACE3_ 1 AACGGAATATCGGCATGGCAACCTAC 
Tabla 1. Secuencias de cebadores para amplificación RACE 
 
El crecimiento de los cultivos bacterianos se realizó en placas de Luria-Bertani 
(LB), que contenían el antibiótico ampicilina, el agente inductor isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranósido (IPTG) y el cromóforo 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactopiranósido (X-gal), el cual permite reconocer aquellas células que expresan la 
enzima β-galactosidasa, codificada en el gen lacZ del operón lac. Tras la 
transformación, se procedió a realizar la selección o screening visual de las colonias, 
mediante discriminación de colonias azul-blanco. Las colonias blancas fueron sometidas 
a screening nuevamente por PCR, usando cebadores específicos del vector M13. 
Finalmente, los clones positivos se secuenciaron usando los mismos cebadores. 
I.2.3 ANÁLISIS ESTRUCTURAL Y FILOGENÉTICO  
Para la obtención de la secuencia consenso de nucleótidos de cada gen se 
emplearon las aplicaciones ChromasPro (v.1.33) y CAP3 (Huang y Madan, 1999). En el 
caso de las secuencias proteicas se utilizaron las herramientas del Servidor de 
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Proteómica de ExPasy (ExPASy Proteomics Server). La secuencia consenso de cada 
proteína se comparó con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank a 
través de la herramienta BLAST. El programa Compute pl/Mw (Gasteiger y col., 2005) 
se usó para determinar el peso molecular y el punto isoeléctrico de las secuencias. La 
localización del péptido señal y los sitios de rotura se identificaron mediante el software 
Signal IP (Bendtsen y col., 2004) mientras que la presencia de los sitios de N-
glicosilación se determinó a través del programa NetNGlyc (NetNGlyc 1.0 Server). El 
programa Pfam se empleó para estudiar la arquitectura de dominios de las secuencias 
(Finn y col., 2010). Respecto a la estructura secundaria, ésta se predijo en base a los 
modelos descritos por Peitsch y col. (1990) y Rosado y col. (2007). La estructura 
tridimensional se determinó usando el web server ESyPred3D (Lambert y col., 2002) y 
Antheprot 200 V6.0 software (Deleage y col., 2001). La proyección helical wheel se 
construyó usando el software EMBOSS pepwheel (EMBOSS pepwheel) a partir de 18 
residuos, según el protocolo descrito por Wang y col. (2008). El análisis filogenético se 
basó en secuencias completas de aminoácidos de las proteínas ApelB, ApelP y Macp de 
mejillón y 53 secuencias adicionales, pertenecientes a la superfamilia MACPF, 
obtenidas de la base de datos GenBank. Se realizaron alineamientos de las secuencias 
usando para ello el software MAFFT (Katoh y col., 2005) y además, se construyó un 
árbol filogenético por el método Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) a través del 
software MEGA (Tamura y col., 2007). La estimación del soporte nodal se llevó a cabo 
usando el mismo programa con 10.000 réplicas bootstrap.  
I.2.4 DISEÑOS EXPERIMENTALES PARA ANÁLISIS DE 
EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA  
Se llevaron a cabo cinco experimentos en los que se analizó la expresión de los 
tres genes de estudio: ApelB, ApelP y Macp mediante PCR en tiempo real o 
cuantitativa. Los diseños experimentales de las muestras analizadas por PCR 
cuantitativa se recogen en la Tabla 2 y se explican de manera detallada en los 
siguientes apartados.   
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Apartado Estadío Tratamiento Muestra Tiempo 
I.2.4.1 Larvario No 
Larvas a diferentes estadíos 
larvarios 
2h, 20h, 2d, 7d, 14d, 
32d, 45d, 90d 
I.2.4.2 Adulto No 
Pie, branquia, glándula, 
gónadas, hemocitos, manto, 
músculo, palpo 
 
I.2.4.3 Larvario V. anguillarum 
Trocófora, veliger, larva D, 
estadío juvenil 
3h post-infección 
I.2.4.4A Adulto V. anguillarum Hemocitos, branquia, pie 
1, 3, 6, 24h post-
infección 
I.2.4.4B Adulto PAMPs Hemocitos 
1, 3, 6h post-
estimulación 
 
Tabla 2. Resumen de las muestras analizadas por PCR cuantitativa 
 
I.2.4.1 PATRÓN DE EXPRESIÓN DE GENES DURANTE EL 
DESARROLLO LARVARIO 
A. ESTADÍOS DE DESARROLLO DEL MEJILLÓN. Con el objetivo de obtener 
puestas de mejillón en el laboratorio y poder estudiar la expresión de los genes ApelB, 
ApelP y Macp, durante el desarrollo larvario, se tomaron parejas de mejillones maduros 
del tanque de aclimatación y se dispusieron en contenedores individuales a 
temperatura ambiente. Después de una hora, se indujo la puesta a través de choque 
térmico usando un flujo de agua de mar a 23ºC en base al protocolo descrito por Lubet 
en el año 1959. Al cabo de dos horas de estimulación, se observó la liberación de los 
gametos. Los oocitos procedentes de una única hembra se fertilizaron con el esperma 
de un único macho. Los gametos se agitaron enérgicamente en un vaso de 
precipitados con el fin de conseguir la suspensión de los oocitos y esperma, facilitando 
así la fertilización. Finalmente, se obtuvieron tres puestas independientes, es decir, 
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procedentes de progenitores distintos. Una hora después de la fertilización, los 
embriones fueron trasladados a tanques de un volumen de 150 litros y a una densidad 
de 2 larvas/ml. Con el fin de evitar la proliferación bacteriana, diariamente se lavó y 
esterilizó todo el material en contacto con las larvas. Algunos tanques se 
acondicionaron previamente con una malla para facilitar la fijación de las larvas cuando 
éstas alcanzasen el estadío de pediveliger o asentamiento. Las larvas se criaron con 
una dieta mixta a base de Isochrysis galbana y Phaeodactylum tricornutum. Cada dos 
días, se realizó un cambio de agua y para ello se llevó a cabo un tamizaje de las larvas 
con la ayuda de mallas de un tamaño que varió entre 40µm y 100µm en base a los 
diferentes tamaños de la larva. La fertilización y crecimiento de los individuos tuvo 
lugar en agua de mar filtrada a 1µm, temperatura de 23ºC y aireación. Las muestras 
larvarias de estudio, se tomaron al azar de cada acuario, a los siguientes intervalos 
post-fertilización: 2 horas, 20 horas, 3 días, 7 días, 14 días, 32 días, 45 días y 90 días. 
Asimismo, durante el desarrollo larvario de los individuos se tomaron fotografías en 
cada punto de muestreo utilizando para ello un microscopio Nikon Eclipse 80i.  
B. EXPRESIÓN GÉNICA. Para la extracción del ARN total, se emplearon 
aproximadamente un millón de larvas de mejillón, desde los estadíos de trocófora a 
larva D. En los últimos estadíos larvarios, se recogieron aproximadamente 250.000 
individuos. El ARN total se extrajo usando el reactivo Trizol (Invitrogen) en base al 
protocolo del fabricante y después, se trató con ADNasa I (Invitrogen). Los ADNc se 
sintetizaron usando la enzima Super Script III reverso transcriptasa (Invitrogen). Para 
la realización de la PCR en tiempo real o cuantitativa, se empleó un sistema Abi7300 
Real Time PCR (Applied Biosystems) usando para ello 1µl de ADNc con 12,5µl de SYBR 
green PCR master mix (Applied Biosystems) y 0,5µl (10mM) de cada cebador 
específico. Los cebadores se diseñaron usando el software Primer 3 (v. 0.4.0) (Tabla 3) 
en base a las restricciones de PCR cuantitativa conocidas, es decir, el tamaño del 
amplicón, la temperatura de fusión, la diferencia entre cebadores, el contenido de 
guanina-citosina, la formación de autodímeros y dímeros cruzados.  
Para el estudio de la eficiencia de las parejas de cebadores se realizaron cinco 
diluciones en serie de ADNc y se calculó la pendiente de la curva de regresión del nivel 
umbral (Cts) frente a la concentración relativa del ADNc (Livak y Schmittgen, 2001). 
Los valores de eficiencia para ApelB, ApelP y Macp fueron -3,58, -3,28 y -2,95, 
respectivamente. 
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Tabla 3. Secuencias de 
cebadores de PCR cuantitativa 
 
También se llevó a cabo 
el análisis de la curva de diso-
ciación con el fin de com-  
probar la ausencia de ampli- 
ficación de dímeros por parte
de los cebadores. Las condi- 
ciones de los ciclos fueron 
las siguientes: 10 minutos  
a 95ºC, seguidos de 40 ciclos  
de 95ºC durante 15 segundos
y 60ºC durante 1 minuto. 
Los datos del nivel umbral
(Ct)  se obtuvieron a través del método Ct, basado en la comparación entre el nivel
 de expresión del gen de estudio y un gen control o housekeeping, que para este tra- 
bajo se seleccionó a la actina de mejillón (Livak y Schmittgen, 2001). 
El gen de actina se empleó para normalizar la cantidad de ARN inicial. Este gen 
mostró un nivel de expresión constante y no sufrió modulación alguna bajo las 
diferentes condiciones experimentales utilizadas en la presente memoria de tesis. El 
incremento de expresión se calculó dividiendo los valores de expresión estandarizada 
en los diferentes estadíos entre los valores de expresión estandarizada a los 7 días 
post-fertilización. Los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar 
de 3 muestras biológicas. Los datos se compararon empleando el test t de Student. Las 
diferencias se consideraron estadísticamente significativas a p<0,05.  
I.2.4.2 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN CONSTITUTIVA EN 
TEJIDOS  
Se procedió con la disección de nueve mejillones, y se extrajeron de manera 
meticulosa los siguientes tejidos: branquia, manto, gónada femenina, gónada 
Nombre del cebador Secuencia del cebador 
ApelB F CTTCCAAGTGGAAATTTTGATAGAA 
ApelB R GTCAAAGGAATGTCTGTTCTAGAGC 
ApelP F AGGAAAGGGGGTTACTGTCCT 
ApelP R ACTACTGCTGCAGATCTGATGG 
Macp F CCAGGGAAAATTTGGAGGTC 
Macp R ATGCCTCATCTACCGTCTGTCTAC 
Actin F AACCGCCGCTTCTTCATCTTC 
Actin R CCGTCTTGTCTGGTGGTA 
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masculina, pie, glándula digestiva, músculo y hemolinfa. La hemolinfa se extrajo del 
músculo aductor posterior, usando una jeringa de 1ml dotada de una aguja de 25G. Se 
hizo un pool para cada tejido, de modo que se obtuvieron tres réplicas e 
inmediatamente se introdujeron en el reactivo Trizol (Invitrogen) para pasar a 
almacenarlas a -80ºC hasta el momento de su uso. El aislamiento de ARN, la síntesis 
de ADNc y la posterior PCR cuantitativa se llevó a cabo siguiendo las condiciones 
descritas anteriormente. El gen actina se usó como gen control y el incremento de 
expresión se obtuvo dividiendo la expresión estandarizada de los diferentes tejidos por 
los valores de expresión estandarizada en pie. Los resultados se expresaron tal y como 
ya se indicó en el apartado anterior.  
I.2.4.3 PERFIL DE EXPRESIÓN GÉNICA EN LARVAS 
INFECTADAS  
Con el propósito de analizar la implicación de los genes ApelB, ApelP y Macp en 
la respuesta inmune de larvas de mejillón en distintos estadíos larvarios, se realizó una 
infección bacteriana in vivo con Vibrio anguillarum. Varios autores han revelado que 
este agente bacteriano es el causante de importantes mortalidades en bivalvos 
(Disalvo y col., 1978; Tubiash y Otto, 1986). Los mejillones en estadío trocófora, 
veliger, larva D y pediveliger se obtuvieron tal y como se describió en el apartado 
I.2.4.1. Para preparar el inóculo bacteriano de V. anguillarum, se hizo crecer la bacteria 
en un medio de agar tripticasa soja (TSA) con un suplemento de un 1% de NaCl, a 
temperatura ambiente. Las bacterias se resuspendieron en agua de mar estéril y 
filtrada (FSW), y se obtuvo un OD620 de 0,033 (1,6x107 unidades formadoras de 
colonia (ufc) Vibrio/ml). Después, las bacterias se inactivaron por calor durante 30 
minutos a 100ºC. Para realizar la infección bacteriana, se dispuso un número 
aproximado de 100 larvas de mejillón en placas de cultivo de seis pocillos (Falcon) con 
8ml de FSW y 160µl de V. anguillarum inactivado. Asimismo, se incluyeron muestras 
control que consistieron en larvas de mejillón sin tratar. Las muestras se recogieron a 
las 3h post-infección y se procedió con la extracción del ARN. Se realizaron tres 
réplicas de las infecciones con larvas procedentes de tres fertilizaciones biparentales 
diferentes. El análisis de expresión de genes se llevó a cabo tal y como se describió 
previamente, estandarizando los niveles de expresión obtenidos en larvas infectadas a 
un estadío de desarrollo específico, con los niveles de expresión de las muestras no 
infectadas en el mismo estadío. Los niveles de expresión estandarizados de cada gen 
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en trocófora, veliger y larva D, se compararon con los niveles de expresión en el 
estadío juvenil.  
I.2.4.4 PERFIL DE EXPRESIÓN GÉNICA EN MEJILLONES 
ADULTOS EXPUESTOS A DIFERENTES ESTÍMULOS 
A. ESTIMULACIÓN IN VIVO. Para analizar la implicación de ApelB, ApelP y Macp en 
la respuesta inmune de mejillón, a 48 mejillones adultos se les inyectaron 100μl de 
suspensión de bacteria viva de V. anguillarum (OD620=0,033) en el músculo aductor. 
Los mejillones se mantuvieron a 15ºC, y tras 1h, 3h, 6h y 24h post-infección, se 
extrajeron la hemolinfa, las branquias y el pie. En total se obtuvieron cuatro muestras 
por tejido, cada una de las cuales estuvo formada por tejidos procedentes de tres 
mejillones. Los controles de cada punto de muestreo incluyeron el mismo número de 
mejillones inyectados con PBS. Las muestras se conservaron en el reactivo Trizol 
(Invitrogen) y se procesaron siguiendo las condiciones descritas con anterioridad. Los 
cambios en el perfil de expresión del gen se analizaron por PCR cuantitativa tal y como 
se describió previamente.  
B. ESTIMULACIÓN IN VITRO. Se analizó la respuesta inmune del mejillón adulto y 
se evaluó el efecto de estímulos externos sobre la expresión de ApelB, ApelP y Macp, 
en hemocitos de mejillón. Para ello, se estimularon hemocitos de mejillón con varios 
PAMPs. La preparación de los PAMPs tuvo lugar a partir de un stock comercial (Sigma-
Aldrich) de soluciones de poly I:C, zimosán, lipopolisacárido (LPS) y ácido lipoteicoico 
(LTA) a una concentración de 1mg/ml. Para preparar la solución bacteriana de CpG, se 
creció V. anguillarum  en TSA con un suplemento de NaCl 1% a temperatura ambiente. 
El ADN bacteriano se aisló usando un protocolo de fenolcloroformo y la concentración 
de CpG se ajustó a 1mg/ml. Se obtuvieron un total de 20 cultivos de hemocitos a partir 
de mejillones adultos. Para ello, se extrajo hemolinfa del músculo aductor de cinco 
individuos. Se usaron cuatro pooles (2,5 ml de hemolinfa por pool) en cada 
experimento. Los hemocitos se incubaron con una solución de PAMPs (concentración 
final 50µg/ml) y se realizaron muestreos a los siguientes tiempos: 1h, 3h, y 6h post-
estimulación. Todos los experimentos se llevaron a cabo a 15ºC y se realizaron, al 
menos, dos réplicas. Las muestras se procesaron siguiendo las condiciones descritas 
anteriormente para analizar los cambios en los perfiles de la expresión del gen 
mediante PCR cuantitativa.  
 82
  
I.3 RESULTADOS 
I.3.1 AMPLIFICACIÓN DE LAS SECUENCIAS MEDIANTE RACE   
Se clonaron y secuenciaron ADNcs correspondientes al marco abierto de lectura 
completo (ORF) de los tres genes de mejillón homólogos a las proteínas formadoras de 
poros (GenBank: HQ709237, HQ709238, HQ709239). La secuencia del gen Apextrin 
tipo B (ApelB) mostró una longitud de 893 pares de bases, con un ORF de 654 pares 
de bases, y codificó una proteína de 217 aminoácidos. La secuencia de Apextrin tipo P 
(ApelP) tuvo una longitud de 924 pares de bases, con un ORF de 642 pares de bases, 
y codificó una proteína de 213 aminoácidos. La tercera secuencia previamente 
denominada MACPF-domain-containing protein (Macp), presentó una longitud de 1.803 
pares de bases y su ORF fue de 1.731 pares de bases. La secuencia de nucleótidos 
traducida codificó una proteína de 576 aminoácidos.  
I.3.2 ANÁLISIS ESTRUCTURAL Y FILOGENÉTICO    
La comparación de las dos secuencias designadas como ApelB y ApelP con 
aquellas disponibles en la base de datos GenBank reveló que la mayor identidad 
correspondió a la apextrina de B. belcheri (E-values de 1e-46 y 2e-47 para la ApelB y 
ApelP, respectivamente). El programa Compute pl/Mw predijo pesos moleculares y 
puntos isoeléctricos similares para los genes ApelB y ApelP de mejillón. El peso 
molecular de la proteína ApelB fue de 24,7 kilodaltons (kDa) mientras que el punto 
isoeléctrico fue de 8,32. ApelP tuvo un peso molecular de 24,4 kDa y su punto 
isoeléctrico fue de 8,42. Los aminoácidos de la posición 1 a la 16 presentaron una alta 
probabilidad de formar un péptido señal, con los sitios de rotura situados en la posición 
16-17 para ambas proteínas (Figura 1).  
Se observó una conservación de los residuos cisteína (Cys) en los genes tipo 
apextrina de mejillón respecto al resto de secuencias alineadas y también la presencia 
de un motivo WDDED. Una secuencia repetitiva cuya estructura era WP-X3-Y-X8-CP 
apareció dos veces en cada secuencia. ApelB y ApelP no mostraron ningún sitio de 
glicosilación y el programa Pfam tampoco detectó ningún dominio conservado en las 
dos proteínas (Figura 1). 
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Figura 1. Alineamiento de proteínas tipo apextrina. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos 
de las proteínas ApelB y ApelP, apextrina de B. belcheri y apextrinas predichas en N. vectensis y S. 
purpuratus. El péptido señal está subrayado y los sitios de rotura se indican en negrita y cursiva. Los 
aminoácidos conservados están sombreados. Los residuos de cisteína conservados están en negrita. Los 
dos motivos conservados se señalan dentro de cuadros.  
 
En lo que a Macp se refiere, esta proteína mostró identidad con una perforina 
de Paralichthys olivaceus (E-value de 2e-06). La secuencia Macp codificó para una 
proteína con un peso molecular de 65,14kDa y un punto isoeléctrico de 8,93. Los 
primeros 21 aminoácidos codificaron para un péptido señal con un sitio de rotura 
situado entra las posiciones 21 y 22 (Figura 2). Además, presentó dos sitios de 
glicosilación en las posiciones 140 y 184. El programa Pfam predijo la presencia de un 
dominio MACPF entre los aminoácidos 125 y 324. La proteína Macp conservó el motivo 
cuya estructura es Y/WG-T/S-H-F/Y-X6-GG y que contienen todos los miembros de la 
familia MACPF pero hay que destacar que, en el caso de Macp, se observó una 
modificación en el primer aminoácido donde la tirosina/triptófano (Tyr/Trp) estuvo 
reemplazada por una fenilalanina (Phe) (Figura 2). Fuera del dominio MACPF, se 
localizó una región rica en cisteína, concretamente entre los residuos 397 y 566; y los 
residuos 502 y 536 se conservaron. La proteína Macp conservó cuatro residuos de 
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glicina (G209, G210, G272 y G273) (Figura 2). Por otra parte, se observó que Macp no 
poseía ningún dominio de unión a la membrana dependiente de calcio (C2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Comparación de la proteína Macp de mejillón junto con otras proteínas que 
contienen el dominio MACPF. Alineamiento de la secuencia Macp de M. galloprovincialis y perforinas 
de M. musculus y H. sapiens. El péptido señal está subrayado y los sitios de rotura aparecen en negrita y 
cursiva. El dominio MACPF y el dominio de unión al calcio (C2) aparecen escritos en letras rojas y verdes, 
respectivamente. Los sitios de glicosilación están sombreados en color amarillo. El motivo típico de las 
proteínas MACPF está sombreado en color rosa. Los residuos de cisteína situados en la region rica en 
cisteína, aparecen en negrita y subrayados. Los residuos clave importantes en la unión a la membrana 
dependiente de calcio así como las sustituciones, están sombreados en color gris. Los residuos implicados 
en la oligomerización están sombreados en azul, y las glicinas conservadas están sombreadas en verde.  
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Sin embargo, sí se detectó uno de los cuatro residuos de aspártico (Asp) que actúa 
como ligando del Ca2+. Concretamente, el residuo de aspártico D389 (homólogo a 
D429 en Mus musculus) se conservó, mientras que los otros tres aminoácidos 
homólogos a D435, D483 y D485 en M. musculus fueron sustituidos por arginina (Arg) 
(R395) y asparagina (Asn) (N483 y N485), respectivamente (Figura 2).  
La predicción de la estructura secundaria de Macp reveló que la proteína de 
mejillón podría contener tres regiones denominadas como α1, α2 y α3, las cuales 
podían estar dentro o cerca del propio dominio citolítico α-turn-α de perforina (Figura 
3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Alineamiento de la región que contiene la estructura en alfa-hélice del Macp. Además 
de Macp, se incluyen: perforina (Pf) de platija japonesa (Paralichthys olivaceus), precursor de perforina 1 
(Pf1 Prec) del salmón atlántico (Salmo salar), perforina 1 predicha (Pred Pf1) de caballo (Equus caballus), 
perforina 1 (Pf1) de humano (Homo sapiens) y componente complemento 6 predicho (PredC6) de la 
ascidia (Ciona intestinalis). Se indica la estructura α-turn- α. α 1, α2, y α3 aparecen señaladas con un 
cuadro. Las regiones CH1 (hélices C, D y E) y CH2 (hélices I y J) se indican también dentro de un cuadro. 
Los residuos incluidos en las hélices están sombreados en diferentes colores en base a sus características 
fisioquímicas: (hidrofóbico: amarillo; hidrofílico: verde; básico: azul; ácido: rojo).  
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Además, se predijo la existencia de un dominio CH1 constituido por dos hélices 
(C y E) y otro dominio CH2 formado por otras dos hélices (I y J) (Figura 3). 
El análisis de las características fisioquímicas de los residuos que constituyen 
α1, α2, α3 y CH1 y CH2, sugirió su naturaleza anfipática (Figura 3). La estructura 
tridimensional del Macp de mejillón reveló la localización de tres alfa- hélices (α1, α2 y 
α3) y una lámina β central de cuatro hebras (β1- β4) rodeada por dos grupos de seis 
estructuras alfa-hélice (CH1 y CH2) (Figura 4A). Las proyecciones helical wheel 
confirmaron el carácter anfipático de las hélices α1 y α2 con CH1 y CH2 (Figura 4B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estructura tridimensional del dominio MACPF de mejillón. A) Estructura de la proteína 
Macp formada por cuatro láminas β (señaladas 1-4), rodeadas por regiones anfipáticas (CH1, CH2), α-
hélices (α1, α2) y láminas β. B) Representación de las proyecciones helical wheel de las hélices anfipáticas 
y residuos adyacentes de la secuencia Macp. Los residuos hidrofóbicos están señalados con cuadros.  
 
El árbol filogenético NJ (Figura 5A) mostró clados específicos bien diferenciados 
a pesar que el valor de confianza relativo a las relaciones entre uno y otro clado, no 
fue muy elevado. Se observaron tres grupos bastante sólidos: el primero agrupó todos 
los componentes de las proteínas del sistema complemento y las perforinas. Las 
proteínas de las toxinas venenosas de las anémonas y las astrotactinas, constituyeron 
el segundo grupo, mientras que el tercero estuvo formado por las proteínas 
expresadas en macrófagos (MPEG) y las apextrinas. Las proteínas ApelB y ApelP de M. 
galloprovincialis se incluyeron en este último grupo. Se localizaron en conjunto con  
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Figura 5. Relaciones filogenéticas entre las proteínas MACPF y la estructura de dominios. A) 
Árbol filogenético Neighbor-joining para ApelB, ApelP y Macp de M. galloprovincialis. MPEG: proteínas 
expresadas en macrófagos. EPCS50: gen expresado en células del cono ectoplacentario. Apex: apextrinas. 
TSL: proteínas tipo torso. AST: astrotactinas. TX-60: proteínas de las anémonas. Perf: perforina. C6, C7, 
C8 y C9: componente del complemento 6, 7, 8 y 9. Los números de las ramas representan los porcentajes 
bootstrap. B) Estructura de dominios de las proteínas tipo apextrina y Macp de mejillón y los miembros 
más representativos de la familia MACPF. Marcas de color rojo: Péptido señal. Hexágonos rojos: Dominio 
MACPF. Rectángulos azules verticales: Dominios transmembrana. Marcas rosa: Regiones de baja 
complejidad. Marcas verdes: Regiones “coiled-coil”. Rectángulos horizontales azules: Repeticiones 
internas. Círculos verdes: Fibronectina tipo 3. Pentágonos: dominios tipo EGF. Hexágonos: Dominios de 
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calcio. Rombos azules: Repeticiones de trombospondina tipo 1. Rombos verdes: Receptores de 
lipoproteínas de baja densidad de dominio de clase A. Círculos amarillos: proteínas del componente del 
complemento. Triángulos naranjas: factor de complejo de ataque a la membrana.  
 
las proteínas similares a apextrina sin dominios MACPF, con un valor de bootstrap del 
99%. Pero al mismo tiempo, las proteínas tipo apextrina se situaron muy próximas a 
las proteínas con dominio MACPF como las apextrinas de otros organismos y las 
proteínas MPEG. Con un 78% de valor bootstrap, las proteínas del complemento y las 
perforinas, es decir, el primer grupo diferenciado, estuvo más próximo a las 
astrotactinas y las proteínas de las anémonas, integrantes del segundo grupo. La 
posición de la proteína Macp de M. galloprovincialis no es clara, dando la sensación de 
proteína transitoria, que estaría situada a medio camino entre las proteínas más 
simples, las proteínas tipo apextrina, y las más complejas, como las astrotactinas o 
perforinas. Asimismo, se hizo un análisis de la estructura de dominios más 
representativa de los diferentes miembros de la familia MACPF (Figura 5B). Las 
proteínas ApelB y ApelP de M. galloprovincialis no mostraron ningún dominio 
conservado, tal y como se observó para la apextrina predicha en el erizo S. purpuratus 
y en la anémona N. vectensis. Mientras que las proteínas MPEG y tipo torso (TSL) 
mostraron un único dominio MACPF, las perforinas y las proteínas del complemento 
conservaron una estructura multidominio. La perforina conservó el dominio MACPF 
además de un dominio de calcio (C2) (Figura 5B). 
I.3.3 PATRÓN DE EXPRESIÓN DE GENES DURANTE EL 
DESARROLLO LARVARIO  
I.3.3.1 ESTADÍOS DE DESARROLLO DEL MEJILLÓN 
Se estudió la morfología de diferentes estadíos larvarios de M. galloprovincialis 
mediante observaciones microscópicas de las muestras tomadas a diferentes 
intervalos: 2 horas, 20 horas, 3 días, 7 días, 14 días, 32 días, 45 días y 90 días después 
de la puesta. A las 2 horas post-fertilización, todas las larvas se encontraban en el 
estadío de blástula y a las 20 horas alcanzaron el estadío de trocófora (Figura 6.1). La 
larva veliger apareció después de 3 días post-fertilización (Figura 6.2). Desde el día 7 
al día 14, las larvas cambiaron de veliger a estadío larva D y larva umbonada. El día 
10, las larvas crecieron considerablemente en tamaño, y las valvas mostraron la forma 
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característica D típica de la larva D (Figura 6.3). Después de los 11 días post-
fertilización, se observaron larvas con morfología umbonada, y se estimó la finalización 
de este estadío a los 17 días post-fertilización (Figura 6.4). Desde el día 17 al 21, las 
larvas estuvieron en el estadío pediveliger (Figura 6.5), el cual precedió a la fijación y 
metamorfosis larvaria que tuvo lugar el día 20 post-fertilización. Se secretaron las 
proteínas para la formación del biso, desapareció el velo y se formaron los palpos 
labiales. Después de 32 días post-fertilización, todas las larvas estaban en el estadío 
larvario juvenil. Finalmente, los juveniles adquirieron la morfología típica adulta y éstos 
se fijaron a la malla dispuesta en los tanques, mediante el biso alcanzando así hábitos 
de vida bentónica propios de mejillones adultos (Figura 6.6). 
Figura 6. Descripción de los estadíos de desarrollo larvarios de mejillón. 1) Estadío larvario de 
trocófora: Presencia de estructuras típicas, como formación de los anillos ciliares y flagelos centrales 
(indicados con una flecha). Escala 100µm. 2) Estadío de veliger: Las flechas indican el penacho apical de 
cilios y los asteriscos indican la glándula de la concha, responsable de la segregación de la primera concha 
larvaria. Escala de 100µm. 3) Larva D: Las flechas indican la forma característica en D de la concha 
larvaria. Un velo muy activo de cilios y un par de flagelos centrales se proyectan hacia afuera de las 
valvas. El estómago de color verde, debido a la reciente ingestión de fitoplancton, ocupa la mayor parte 
de la cavidad corporal. Escala de 100µm. 4) Larva umbonada: Crecimiento alométrico de la concha a nivel 
de la región del umbo (flecha). Las larvas se presentan más curvas y aparecen los músculos aductores y 
una mancha pigmentada en la región central justo debajo de las valvas. Escala de 200µm. 5) Larva 
pediveliger: Muestra un órgano pedal bien desarrollado continuamente extendido fuera de las valvas 
(flecha). Escala de 200µm. 6) Estadío juvenil: Caracterizado por la típica morfología adulta. Se observa un 
modo de vida bentónica tras la adhesión a la malla a través del biso. Escala de 200µm. 
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I.3.3.2 EXPRESIÓN GÉNICA POR PCR CUANTITATIVA 
El análisis de nivel de expresión génica mostró que ApelB, ApelP y Macp, se 
expresaron de manera elevada, en los diferentes estadíos de desarrollo (Figura 7). Dos 
horas después de la fertilización, cuando las larvas alcanzaron el estadío de blástula, el 
gen ApelP mostró el mayor nivel de expresión, alcanzando valores significativos 
superiores a 20.000 por encima del nivel registrado al día 7 post-fertilización. En este 
punto, ApelB se reguló positivamente de manera significativa pero con un valor de 
2.000 por encima del valor de expresión obtenido a los 7 días post-fertilización. Sin 
embargo, Macp no se expresó en estos estadíos. En el estadío de trocófora, la 
expresión del gen ApelP (Figura 7) disminuyó (valor significativo igual a 80 por encima 
del control), mientras que los niveles de expresión de ApelB alcanzaron los niveles 
máximos significativos (20.000 por encima del nivel de expresión registrado a dí  a 7).
 
Figura 7. Expresión génica de ApelB, ApelP y Macp durante el desarrollo larvario de mejillón. 
Los resultados representan la media + desviación estándar de tres muestras distintas. Las diferencias 
significativas de los niveles de expresión detectados a siete días post-fertilización se indican con un 
asterisco (*) (p < 0,05). 
 
En este punto, empezó a expresarse el gen Macp (2.000 sobre el valor de expresión a 
día 7) y alcanzó su nivel máximo a los tres días post-fertilización (20.000 por encima 
del día 7, con diferencias significativas) cuando las larvas pasaron a estadío veliger. En 
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este estadío las proteínas tipo apextrina se expresaron a niveles más bajos (300 por 
encima del día 7). Las muestras tomadas a día 7 y 14 post-fertilización, cuando las 
larvas cambiaron a larva D y larva umbonada, mostraron los valores de expresión más 
bajos de los tres genes. A partir del día 32, las larvas se encontraron en el estadío 
juvenil post-larvario. Para éste y los intervalos posteriores (45 y 90 días), ApelB y ApelP 
estuvieron reguladas positivamente, a pesar de que los valores de expresión fueron 
más bajos que los niveles registrados a las 2 y 20 horas post-fertilización. A los 32 días 
post-fertilización, ApelB se expresó con un valor de 1.000 por encima del nivel basal y 
a los 45 días post-fertilización alcanzó un valor de 6.500 respecto a dicho nivel, con 
diferencias estadísticamente significativas (Figura 7). A día 32 y día 45 post-
fertilización, ApelP fue significativamente diferente comparado con el nivel basal, 
registrando un nivel de expresión de 900 por encima del control a los 45 días post-
fertilización (Figura 7). A los 90 días, sólo la ApelB mostró diferencias significativas, con 
un incremento de expresión de 880. En estos últimos puntos de muestreo, Macp 
registró diferencias no significativas (Figura 7).  
I.3.4 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN CONSTITUTIVA EN 
TEJIDOS  
El estudio de la expresión de genes en tejidos reveló que los niveles de 
expresión más elevados para los genes tipo apextrina y Macp, correspondieron a 
hemocitos y branquias (Figura 8). Concretamente, el valor de expresión para ApelB y 
ApelP en hemocitos fue de 1.000 y 150 (valores significativos), por encima del nivel de 
expresión registrado en pie, respectivamente. La expresión detectada en branquias fue 
más baja que en hemocitos, pero también alcanzó niveles elevados y significativos de 
entre 50 a 30 por encima del pie, para ambos genes tipo apextrina, respectivamente. 
ApelB se expresó significativamente en todos los tejidos (por encima de 1.000 sobre el 
nivel registrado en pie), excepto en glándula. Los niveles de expresión en manto y 
gónada masculina se situaron por encima de 100 respecto al valor de expresión el el 
tejido control. ApelP registró bajos niveles en gónada femenina, manto y palpo (de tan 
sólo un valor igual a 5 por encima del valor observado en pie). Los hemocitos y la 
gónada masculina mostraron los valores de expresión más bajos, alcanzando 
solamente valores de 100 y 1.000 por debajo de los registrados en el tejido de 
referencia (Figura 8).  
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Figura 8. Expresión génica en tejidos de ApelB, ApelP y Macp. PCR cuantitativa de ApelB, ApelP y 
Macp en diferentes tejidos. Gónada f: Gónada femenina, Gónada M: Gónada masculina. Los resultados 
están representados como la media ± desviación estándar de tres muestras diferentes. Las barras de error 
representan la expresión estandarizada de los genes de estudio, respecto a los niveles de expresión de 
actina. El asterisco (*) indica la presencia de diferencias significativas en comparación con los niveles de 
expresión detectados en pie (p < 0,05). 
 
I.3.5 PERFIL DE EXPRESIÓN GÉNICA EN LARVAS 
INFECTADAS  
Las larvas infectadas con V. anguillarum mostraron perfiles diferentes de 
expresión génica en base a sus estadíos de desarrollo (Figura 9). ApelB mostró el valor 
significativo de expresión más alto en el estadío de trocófora (5 veces por encima del 
nivel control). En este estadío, la expresión fue la más alta de todos los genes en 
comparación con el estadío juvenil. Se registraron valores significativos durante los 
estadíos veliger y larva D, en comparación con el estadío de referencia. ApelP se reguló 
de manera positiva a lo largo de todos los estadíos de desarrollo larvarios, mostrando 
valores de expresión similares (variando desde 0,5 y 2,4 veces por encima del nivel de 
expresión en el estadío juvenil). En el estadío de larva D, se observaron diferencias 
significativas en comparación con el estadío de referencia. ApelP mostró valores de 
expresión significativamente más elevados que los otros genes en individuos juveniles. 
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Figura 9. Estudio de expresión génica en larvas de mejillón infectadas con bacteria, a 
diferentes estadíos de desarrollo. Expresión cuantitativa de ApelB, ApelP y Macp en diferentes 
estadíos larvarios a las 3h de la infección con V. anguillarum muerto. Los resultados representan la media 
± desviación estándar de tres muestras diferentes. Las barras de error indican la expresión relativa de 
cada gen en comparación con las muestras control sin infectar, previamente estandarizadas a los niveles 
de expresión de actina. (a–c) indican diferencias significativas (p<0,05) de la expresión de cada gen en 
cada uno de los estadíos respecto al estadío juvenil. Los asteriscos (*) indican la existencia de diferencias 
significativas entre la expresión de un gen concreto (ApelB, ApelP o Macp) en comparación con los demás 
genes en el mismo estadío de desarrollo.  
 
Macp registró la expresión significativa más elevada en el estadío de veliger. 
Este valor de expresión fue significativamente más alto (8 veces por encima del nivel 
control) que ApelB y ApelP en este estadío (Figura 9). 
I.3.6 PERFIL DE EXPRESIÓN GÉNICA EN MEJILLONES 
ADULTOS EXPUESTOS A DIFERENTES ESTÍMULOS 
I.3.6.1 ESTIMULACIÓN I N  V I VO  
Para la realización de este experimento se tuvieron en cuenta los resultados 
previos de expresión génica en tejidos. Así, se seleccionaron los hemocitos, las 
branquias y el pie, debido a que fue en estos tejidos donde se obtuvieron los mayores 
niveles de expresión. Tras la estimulación bacteriana, estos tres tejidos mostraron un 
perfil de expresión génica diferente (Figura 10). En hemocitos, ApelB registró el valor 
máximo de expresión en comparación con los demás genes, a 1 hora post-
estimulación, con un valor de 1.000 veces por encima del nivel control. A las 3 horas, 
la expresión disminuyó significativamente hasta las 6 horas post-estimulación, y en ese 
punto, hubo un aumento significativo que no fue suficiente para alcanzar el nivel de 
expresión del control. El nivel de expresión de ApelP aumentó con diferencias 
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significativas a las 3 y 6 horas respecto a la expresión registrada a 1 hora post-
estimulación. El tercer gen, Macp, se reguló negativamente desde ese punto hasta las 
6 horas, momento en el que se alcanzó el nivel de expresión del control, sin que 
existiesen diferencias significativas. El mayor incremento de expresión se registró a las 
24 horas, con un valor de 50 veces por encima del nivel control (Figura 10).  
En branquias, el perfil de expresión génica fue diferente. ApelB registró el 
mayor incremento de expresión significativo (9 veces respecto al control) a 1 hora 
post-estimulación. Desde este punto, se registró una disminución significativa de la 
expresión hasta alcanzar las 3 horas. A partir de aquí, y hasta las 6 horas, el nivel de 
expresión estuvo próximo al nivel control, con diferencias significativas en comparación 
con los valores registrados a 1 hora post-estimulación. Ya al final del experimento, 
Macp se reguló negativamente de manera significativa, alcanzando un valor mínimo de 
expresión de 0,032 veces por debajo del control, a las 24 horas post-estimulación.  A 
pesar de que el gen ApelP también se moduló, los valores de expresión estuvieron más 
próximos a los registrados en los controles. La expresión de Macp, aumentó de manera 
significativa desde 1 hora, momento en el que se registró el valor más bajo de 
expresión (0,0006 por debajo del nivel control), hasta las 6 horas. En este punto, se 
registró el mayor incremento (próximo a 10.000 veces por encima del nivel basal) y 
mostrando diferencias significativas. Entre las 6 horas y las 24 horas, hubo un 
descenso significativo de la expresión (Figura 10).  
Finalmente, ApelB se reguló de manera positiva y significativa en pie, entre 1 
hora y 3 horas, cuando se registró, para este gen, el mayor valor de expresión (10 
veces por encima del control). A partir de las 3 horas, la expresión disminuyó hasta 24 
horas, momento en el que se alcanzó el nivel más bajo de expresión (0,07), con 
diferencias significativas. ApelP se reguló de manera positiva y significativa, solamente 
a las 24 horas, con un valor de expresión de 7, siendo el valor más alto para este 
punto de muestreo. Entre 1 hora y 3 horas post-estimulación, se detectó un aumento 
significativo en la expresión del gen Macp, registrándose así, el nivel de expresión más 
alto a las 3 horas post-estimulación (1.600 veces por encima del control) respecto a los 
otros genes. Este gen mantuvo una elevada expresión hasta el final del experimento 
(Figura 10). 
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Figura 10. Estudio de 
genes ApelB, ApelP y 
Macp en tejidos de 
individuos adultos 
bajo infección 
bacteriana. Expresión 
cuantitativa de los genes 
en hemocitos, branquias 
y pie después de una 
infección bacteriana con 
V. anguillarum a 1h, 3h, 
6h y 24h. Los resultados 
representan la media ± 
desviación estándar de 
cuatro muestras (a–c). 
Diferencias significativas 
para (p<0,05) de ApelB, 
ApelP y Macp en base a 
los resultados obtenidos 
a 1h post-infección.  
 
 
 
 
I.3.6.2 ESTIMULACIÓN I N  V I TR O  
Para analizar el papel de las proteínas formadoras de poros en la respuesta 
inmune contra infecciones bacterianas, víricas y fúngicas; los hemocitos de mejillón 
fueron tratados con varios (PAMPs) (Figura 11). El tratamiento con lipopolisacáridos 
bacterianos de las bacterias Gram negativas (LPS) imitó una infección bacteriana e 
indujo un aumento significativo del gen ApelB, entre 1 y 3 horas post-estimulación, 
alcanzando el máximo incremento de expresión (1,5 veces por encima del nivel 
control) a las 6 horas después del tratamiento. La expresión de ApelP aumentó durante 
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el curso de tiempo variando desde un valor mínimo a 1 hora post-estimulación (0,7 por 
debajo del nivel control) hasta el mayor incremento de expresión significativo a las 6 
horas post-estimulación (2 veces por encima del nivel control).  
 
Figura 11. Análisis de expresión de genes en hemocitos de mejillones adultos estimulados in 
vitro con PAMPs: LPS, CPGs, LTA, Poly I:C y Zimosán. Modulación de ApelB, ApelP y Macp en 
hemocitos tratados in vitro con PAMPs a 1h, 3h y 6h post-estimulación. Los resultados están 
representados por la media ± desviación estándar de los cuatro pooles experimentales de hemocitos. (a–
c) indican diferencias significativas para (p<0,05) de ApelB, ApelP y Macp, respectivamente en base a los 
resultados obtenidos a 1h post-estimulación.  
 
 97
I. Estudio de la implicación de las moléculas formadoras de poros en la respuesta inmune y desarrollo del mejillón
  
Macp se reguló de manera positiva y significativa a las 3 horas post-
estimulación, alcanzando el mayor incremento de expresión (3,5 veces por encima del 
nivel control). Posteriormente, se registró una disminución significativa entre las 3 y 6 
horas situándose en valores más bajos que el control (0,7 por debajo del control) 
(Figura 11).  
El tratamiento con ADN procedente de bacterias (CPGs), que simuló una 
infección bacteriana, indujo una respuesta diferente. ApelB se reguló negativamente de 
manera significativa hasta el intervalo de 3 horas (0,1 por debajo del control), cuando 
se alcanzó el valor mínimo con diferencias significativas. La expresión aumentó desde 
las 3 horas hasta las 6 horas registrando el máximo incremento de expresión en este 
punto (2 veces por encima del nivel control). ApelP se reguló negativamente 1 hora 
después del tratamiento. La expresión aumentó durante el curso de tiempo, situándose 
en el nivel control a las 3 horas post-estimulación, con diferencias significativas, y 
registró la máxima expresión significativa a las 6 horas post-estimulación (2 veces por 
encima del nivel control). Macp se reguló negativamente durante todo el experimento, 
registrando el mayor nivel de expresión a las 6 horas (Figura 11). 
El tratamiento con ácido lipoteicoico de las bacterias Gram positivas (LTA), que 
al igual que los dos tratamientos anteriores también simuló una infección bacteriana; 
dio lugar a un aumento de la expresión de ApelB, entre 1 y 6 horas, registrando el 
mayor incremento de expresión (5 veces por encima del nivel control). ApelP también 
aumentó su expresión durante el curso de tiempo, mostrando el valor más alto a las 6 
horas, con diferencias significativas. Macp se expresó sólamente de manera elevada a 
las 3 horas post-estimulación (9 veces por encima del nivel control). El valor de 
expresión mínimo significativo se registró a las 6 horas. El tratamiento con poly I:C 
sirvió para recrear una infección viral. Bajo un tratamiento de este tipo, ApelB se 
expresó siempre, a lo largo de todo el experimento, variando desde las 2 a las 3 veces 
por encima del control. La expresión de ApelP fue significativamente mayor entre las 3 
y las 6 horas post-estimulación, alcanzando el máximo valor (2 veces por encima del 
nivel control) al final del experimento. Macp se reguló negativamente (valor igual a 500 
por debajo del nivel control) a 1 hora post-estimulación. A las 3 horas, aumentó su 
nivel de expresión alcanzando el mayor valor significativo con un incremento de 
expresión de 6 veces respecto al control. Al final del experimento, registró una 
regulación negativa y significativa (0,65 por debajo del nivel control) (Figura 11). Por 
último, el tratamiento con zimosán simuló una infección fúngica (Figura 11) e indujo 
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cambios similares en la expresión de ambos genes tipo apextrina. La expresión de 
ApelB y ApelP, aumentó durante el curso de tiempo. La expresión de ApelB se 
incrementó significativamente a las 3 horas, y posteriormente, a las 6 horas registró la 
mayor respuesta (6 veces por encima del nivel control). ApelP se reguló negativamente 
a 1 hora y 3 horas y entonces a las 6 horas, alcanzó una regulación positiva y así su 
máxima expresión. A las 3 horas, se observó una regulación positiva de Macp, con 
diferencias significativas (3 veces por encima del control) registrando el valor de 
máxima expresión. Sin embargo, a las 6 horas post-estimulación registró una 
modulación negativa y significativa (valor de 0,5 por debajo del control) (Figura 11). 
 
I.4 DISCUSIÓN 
En el presente capítulo, se describen las secuencias de tres moléculas 
susceptibles de ser incluidas en la familia de las moléculas formadoras de poros: dos 
proteínas tipo apextrina, que se han denominado ApelB y ApelP, y una proteína cuya 
estructura está caracterizada por la presencia de un dominio MACPF, nombrada Macp. 
Hasta la fecha, y en base a las diversas fuentes bibliográficas consultadas, se puede 
decir que existen solamente dos descripciones de una proteína formadora de poro en 
un molusco bivalvo. Se trata del gen MPEG identificado en la ostra del Pacífico (C. 
gigas) y descrito en dos publicaciones distintas del año 2011, por los autores He y 
colaboradores y Renault y colaboradores. Existen diversas secuencias de ostra (C. 
gigas y C. virginica) que contienen un dominio MACPF, pero no son secuencias 
completas sino parciales (Roberts y col., 2009; Renault y col., 2011). 
La estructura de dominios observada en las proteínas ApelB y ApelP fue similar 
a la de la apextrina de B. belcheri (Huang y col., 2007) o a las proteínas predichas en 
el erizo S. purpuratus y en la anémona N. vectensis, carentes todas ellas de dominio 
MACPF. Todas las secuencias poseen dos motivos de señalización comunes, uno de los 
cuales, presenta una estructura que se repite dos veces. La presencia de estas 
repeticiones sugiere que podría tratarse de elementos estructurales característicos de 
las apextrinas que carecen de dominios MACPF. En lo que a Macp se refiere, este gen 
mostró un tamaño similar a las perforinas ya caracterizadas en mamíferos y peces 
(Shinkai y col., 1988; Hwang y col., 2004). Sin embargo, si se compara la identidad 
entre Macp y las perforinas mencionadas, el valor es bajo, al igual que los niveles 
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descritos entre las proteínas pertenecientes a la familia MACPF, cuyo porcentaje se 
sitúa entre el 10 y el 20% (Ponting, 1999; Rosado y col., 2007; Slade y col., 2008). 
Además, Macp conservó dos sitios de glicosilación, al igual que las perforinas descritas 
en humano (H. sapiens), ratón (M. musculus) y platija japonesa (P. olivaceus) (Shinkai 
y col., 1988; Byoung y col., 1989; Hwang y col., 2004). Hay que destacar que los dos 
sitios de glicosilación de Macp se localizaron dentro del dominio del complejo de 
ataque a la membrana (MACPF), a diferencia de la perforina de humano y ratón, donde 
un solo sitio de glicosilación se situó dentro de dicho dominio. La característica 
estructural más importante de la proteína Macp es la presencia del motivo cuya 
estructura: Y/W-G-T/S-H-F/Y-X6-GG, está presente en todos los miembros MACPF 
(Ponting, 1999; Rosado y col., 2007). En Macp la primera tirosina (Tyr) está sustituida 
por una fenilalanina (Phe). Un cambio aminoacídico similar fue observado en la 
perforina de la platija japonesa (Hwang y col., 2004) y MPEG de la oreja de mar (H. 
diversicolor) (Wang y col., 2008). La proteína Macp también contiene cuatro sitios de 
residuos glicina (Gly) situados en el dominio MACPF que ya han sido descritos en otras 
moléculas como las citolisinas dependientes de colesterol (CDCs) y las proteínas 
MACPF (Rosado y col., 2007). Además, posee una región rica en cisteínas situada 
estructuralmente, a continuación del domio MACPF (Shinkai y col., 1988; Byoung y 
col., 1989; Mah y col., 2004; Wang y col., 2008). El dominio de unión al calcio (C2), 
responsable de la unión de la perforina a las membranas de las células diana y la 
activación lítica de esta proteína (Blumenthal y col., 1984; Young y col., 1987; Tschopp 
y col., 1989; Voskoboinik y col., 2005;), no estuvo presente en el Macp de mejillón. Sin 
embargo, sí se conservó uno de los cuatro residuos de ácido aspártico (Asp) 
considerados por ser un ligando directo del calcio dentro del propio dominio C2 
(Voskoboinik y col., 2005). Cabe destacar que un importante grupo de residuos 
implicados en la unión a la membrana dependiente de calcio se sustituyó por otros 
residuos en Macp. Como excepción dentro de este grupo, sí se conservó la treonina 
(Thr) 394 también presente en especies de organismos mamíferos (Urrea-Moreno y 
col., 2009), y el ácido aspártico (Asp) 496 (Voskoboinik y col., 2004). Las 
características fisicoquímicas de los aminoácidos sustituidos podrían, aparentemente, 
no alterar la actividad citotóxica de la perforina (Voskoboinik y col., 2004, 2005; Urrea-
Moreno y col., 2009).  
Respecto a los aminoácidos implicados en los procesos de oligomerización y 
formación del poro, Baran y col. (2009) describieron los residuos arginina (Arg) 213 y 
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el ácido aspártico (Asp) 191, como residuos de gran importancia. Estos autores 
también resaltaron la relevancia de un residuo ácido situado en la posición 191 y el 
aminoácido básico de la posición 213; puesto que ambos estarían implicados en el 
mecanismo de oligomerización de la perforina. Macp sí conservó la posición del residuo 
de arginina (Arg) 193 y el residuo ácido glutámico (Glu) en la posición 166.  
En base a los modelos usados por Peitsch y col. (1990) y Rosado y col. (2007) 
para describir la estructura secundaria de las proteínas MACPF; se determinaron las 
regiones CH1 y CH2 de Macp. Este primer modelo identificó dos alfa hélices situadas 
en la zona más conservada del dominio MACPF de la proteína Macp tal y como se 
describió previamente en el C9, perforina y MPEG (Lichtenheld y col., 1988; Persechini 
y col., 1992; Spilsbury y col., 1995; Mah y col., 2004; Wang y col., 2008). Esta 
característica estructural presenta una importancia considerable puesto que esta región 
podría participar en el proceso de ensamblaje de monómeros en el poro (Baran y col., 
2009; Podack, 2009). A diferencia de otras proteínas, Macp no contiene ninguna hélice 
D, la cual sí se encuentra en el dominio CH1 de otras proteínas, como la perforina 
(Rosado y col., 2007). Macp tan sólo conservó las hélices C, E, I y J, sugiriendo una 
posible naturaleza de carácter anfipático. El modelo empleado para la construcción de 
la estructura tridimensional de Macp, mostró una baja identidad (13,8%); aún así, la 
estructura que se ha obtenido, es similar a la descrita previamente para otras proteínas 
MACPF (Hadders y col., 2007; Rosado y col., 2007, 2008; Slade y col., 2008). Respecto 
a la estructura helicoidal de α1, α2, CH1 y CH2; la posición de los aminoácidos 
enfrentados hidrofóbicos e hidrofílicos sugiere la existencia de una naturaleza 
anfipática.  
Tras la realización del análisis filogenético, se observa que las proteínas ApelB, 
ApelP y Macp se localizan en diferentes grupos dentro del árbol, revelando que 
pertenecen a grupos distintos dentro de la familia MACPF. ApelB y ApelP se agrupan 
con otras apextrinas como las proteínas predichas en el erizo S. purpuratus, la proteína 
predicha en N. vectensis o la apextrina de B. belcheri. Todas ellas carecen de dominio 
MACPF. La estructura más simple, respecto a otras proteínas, presente en ApelB y 
ApelP de mejillón, contrasta con la arquitectura más compleja del C6, que posee diez 
dominios diferentes como las repeticiones trombospondin tipo 1, o las proteínas del 
componente complemento (CCP) que interactúan con el complejo de ataque a la 
membrana (Kimura y Nonaka, 2009). Las proteínas MPEG y TSL conservan un único 
dominio MACPF. Debido a que las apextrinas, Tx60A y MPEG están presentes en 
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metazoos inferiores (Hemmrich y col., 2007), y representan la estructura de dominios 
más simple, se sugiere que las proteínas ApelB y ApelP de mejillón son formas 
primitivas de la familia MACPF.  
La perforina conserva un dominio MACPF además de un dominio C2 
dependiente de calcio, mientras que la proteína Macp de mejillón, posee solamente un 
dominio MACPF. Este hecho revela que Macp podría representar una proteína 
intermedia o a medio camino entre las formas más primitivas y otras más 
evolucionadas, dentro del grupo de las proteínas MACPF. En el caso de proteínas 
diferentes a las de mejillón, el hecho de que MACPF se asocie con otros dominios, 
podría constituir un mecanismo de regulación del dominio MACPF por parte de los 
nuevos dominios tal y como fue propuesto para los componentes del complemento 
(Kimura y Nonaka, 2009).  
El análisis funcional de los tres genes de estudio, confirma que los genes tipo 
apextrina, ApelB y ApelP, se regulan de manera positiva durante el desarrollo larvario 
de mejillón, alcanzando los niveles máximos de expresión cuando las larvas tienen un 
tiempo de vida de 2 y 20 horas (post-fertilización), respectivamente. A las 2 horas las 
larvas sufren segmentación (Bayne, 1976), mientras que a las 20 horas, se encuentran 
entre la forma de gástrula y el estadío de trocófora. Los niveles de expresión tan 
elevados que presentan los genes tipo apextrina, en estadíos larvarios tempranos, ya 
fueron observados anteriormente en larvas de erizo que se encontraban en el estadío 
de gástrula (20 horas post-fertilización) (Minsuk y Raff, 2002) y en cnidarios (Miller y 
col., 2007). Respecto al tercer gen Macp, éste se expresa más tarde que los otros dos 
genes, alcanzando su máximo valor de expresión cuando las larvas presentan tres días 
de vida (post-fertiización), estadío en el que hace su aparición el velo, órgano asociado 
a las actividades natatorias de las larvas y que también es empleado en la captura de 
partículas alimenticias (Bayne, 1976). Haag y col. (1999) describieron que tras los 
estadíos iniciales de desarrollo, el gen HeET-1 descrito en el erizo H. erythrogramma, 
sufre una reducción de la expresión desde las 36 horas de vida hasta una hora 
después de la metamorfosis (juveniles de erizo con 13 días de vida) momento en el 
que se detecta señal de expresión de HeET-1. ApelB y ApelP siguieron la misma 
cinética y su expresión disminuyó hasta el día 14 de vida. Es posible que antes de la 
metamorfosis dejase de haber expresión, de manera similar a lo que observaron Haag 
y col. (1999). Esto podría indicar que la expresión génica temprana es debida al 
material materno, tal y como ha sido previamente descrito en ostras (Tirapé y col., 
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2007) y erizos de mar (Haag y col., 1999). La degradación del ARN materno en 
posteriores estadíos podría explicar la disminución de la expresión del gen asociado a 
la metamorfosis (Davidson, 1986). A diferencia de ApelB y ApelP, Macp se expresó a 
los 14 días de vida, antes de la metamorfosis. Tirapé y col. (2007) averiguaron que el 
gen Cg-timp, un miembro del tejido inhibidor de metaloproteasas, mostró una fuerte 
inducción durante los estadíos veliger y pediveliger al igual que Macp. Estos autores 
sugirieron que este gen podría estar implicado en la remodelación de tejidos e incluso 
podría desempeñar alguna función durante la metamorfosis, cuando tienen lugar los 
principales cambios morfológicos. En los estadíos más tardíos, se detectó un aumento 
de la expresión del gen. Cuando la larva alcanzó el estadío juvenil (45 días post-
fertilización), ambas ApelB y ApelP se expresaron de nuevo. Sin embargo, Macp no se 
expresó de manera significativa hasta los 90 días de vida larvaria. Macp mostró una 
expresión diferente en los estadíos finales, sugiriendo que esta proteína podría estar 
regulada bajo mecanismos distintos al igual que se describió para otros genes 
relacionados con el sistema inmune en ostra (Tirapé y col., 2007). Mitta y col. (2000b) 
revelaron que los péptidos antimicrobianos, como la mitilina B y el péptido tipo 
defensin (MGD2), se expresaron desde la metamorfosis (día 13) hasta el asentamiento 
de la fase post-larvaria (día 32), o desde el día 25 al día 32. Dado que no hubo 
expresión de péptidos antimicrobianos en los estadíos primarios del desarrollo larvario, 
los autores sugirieron que la maduración de las funciones inmunes se alcanza durante 
la metamorfosis.  
El análisis de expresión de genes en tejidos de mejillón adulto mostró que 
ApelB y ApelP se expresan de manera significativa en hemocitos, sugiriendo una 
implicación en la defensa del hospedador, por parte de estos genes. Macp registró los 
niveles de mayor expresión en branquia, algo que también fue observado por Hwang y 
col. (2004) en perforina de la platija japonesa. La alta expresión de Macp en branquia 
indica el papel defensivo de este órgano. La cuantificación de la expresión de ApelB, 
ApelP y Macp tras una infección bacteriana reveló que la transcripción de estos genes 
se activa dependiendo de los estadíos de desarrollo. Es decir, mientras que ApelP se 
reguló siempre de manera positiva, los valores de expresión más altos para ApelB y 
Macp se registraron en los estadíos de trocófora y veliger, respectivamente. Cambios 
similares del perfil de expresión génica durante el desarrollo larvario fueron descritos 
anteriormente en ostra infectada con Vibrio sp. (Tirapé y col., 2007). La respuesta 
inmune de las larvas contra los patógenos depende de los hemocitos puesto que se 
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trata de células de mejillón inmuno-competentes capaces de reconocer partículas no 
propias (Glinski y Jarosz, 1997; Hine, 1999). Los valores de expresión más elevados 
para los genes ApelB y Macp, se detectaron en el estadío de trocófora (20 horas) 
sugiriendo que los hemocitos se generan relativamente rápido una vez tiene lugar la 
fertilización. La aparición temprana de los hemocitos durante el desarrollo se ha 
descrito en diferentes bivalvos (Elston, 1980; Tirapé y col., 2007). Estos resultados 
sugieren que sería necesario llevar a cabo experimentos adicionales que servirían para 
analizar si la hematopoyesis está activa tras una infección bacteriana, aumentando así 
el número de hemocitos y reforzando la respuesta inmune.  
El análisis de expresión de estos genes en tejidos infectados, reveló algo 
inesperado. Dado que los hemocitos y las branquias son los principales tejidos 
implicados en la respuesta inmune, cabría pensar en una variación de los niveles de 
expresión de los genes en estos tejidos. Sin embargo, la infección bacteriana de 
mejillones adultos, también indujo cambios de expresión en el pie. De manera 
interesante, ApelB y Macp mostraron una cinética opuesta, de tal modo que, cuando se 
elevó la expresión de Macp, disminuyó la de ApelB. A pesar de que se podría sugerir 
un papel regulador de la proteína ApelB, no existen indicios o publicaciones que 
describan esa situación en otros modelos animales. Huang y col. (2007) también 
mostraron un incremento de expresión de 3.500 respecto al control, de la apextrina en 
la branquia de Amphioxus tras una infección con V. parahaemolyticus, sugiriendo una 
posible implicación de este gen en el sistema inmune temprano. En humanos, las 
proteínas MACPF desempeñan un papel en la protección contra cepas patogénicas 
bacterianas, víricas, micobacterianas, parasitarias y también de aquellas producidas por 
levaduras y protozoos (Van den Broek y Hengartner, 2000; Sodetz y Plumb, 2001; 
Trapani y Smyth, 2002; Gilbert, 2010). El alto nivel de expresión del gen Macp 
registrado en mejillones infectados, se correspondió a los resultados observados 
previamente por He y col. (2011) quienes describieron una regulación positiva del gen 
Cg-Mpeg1 en C. gigas infectada con V. parahemolyticus.  
La estimulación con LPS y LTA, compuestos que imitan infecciones de tipo 
bacteriano, indujo un aumento en la expresión de los genes ApelB, ApelP y Macp. Este 
hecho confirma que las proteínas MACPF (tipo apextrina y Macp) son capaces de 
penetrar en las paredes celulares y eliminar las bacterias (Sodetz y Plumb, 2001). La 
infección viral (representada por un tratamiento con poly I:C) también moduló el perfil 
de expresión de los genes. El gen Macp estuvo también regulado a pesar de que los 
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valores de expresión fueron más bajos que los valores obtenidos después de los 
tratamientos bacterianos. Renault y col. (2011) describieron recientemente el aumento 
de expresión del gen Cg-Mpeg1 tras una infección viral en ostra (C. gigas) infectada 
con herpesvirus. El tratamiento con zimosán (que imitaría una infección fúngica) indujo 
una cinética de expresión similar a la obtenida tras los tratamientos bacterianos a 
pesar de que los niveles de expresión de ApelB y ApelP alcanzaron niveles más altos. 
La modulación de la expresión de ApelB, ApelP y Macp en hemocitos tras una 
estimulación con PAMPs apoya la idea de una posible función inmune para estos 
genes. 
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II.I INTRODUCCIÓN 
La apoptosis es un proceso biológico esencial tanto en vertebrados como 
invertebrados si bien, la complejidad y función fisiológica de este mecanismo posee 
variaciones taxon-dependiente de carácter considerable (Kerr y col., 1972; Koyama y 
col., 2003; DeLeo, 2004). El proceso apoptótico es de vital importancia para muchos 
aspectos del desarrollo animal y juega un papel clave como mecanismo de defensa del 
hospedador contra patógenos virales y bacterianos además de velar por el 
mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune (Tittel y Steller, 2000; Lamkanfi 
y col., 2002). La muerte celular programada con todas las características típicas de la 
apoptosis, ha sido descrita en algunas especies de moluscos bivalvos (Lacoste y col., 
2001a, 2001b; Sunila y Labanca, 2003; Sokolova y col., 2004; Kefaloyianni y col., 
2005; Huang y col., 2010; Châtel y col., 2011). La apoptosis en moluscos está 
implicada en el proceso de desarrollo larvario (Gifondorwa y Leise, 2006) y parece 
constituir una importante respuesta inmune que se activa a través de diferentes 
inductores (Terahara y Takahashi, 2008; Sokolova, 2009). Sin embargo, la información 
disponible sobre los genes que median este mecanismo y su regulación bajo diferentes 
estímulos, es limitada. En este sentido, es necesario centrar la atención en las 
proteínas denominadas caspasa, las cuales constituyen el núcleo de la maquinaria 
apoptótica y cuyo papel es indispensable para promover los mecanismos intracelulares 
que conllevan a la muerte programada en el reino animal (Stennicke y Salvesen, 
1999).  
El término caspasas se deriva de "cysteine-dependent aspartate-specific 
proteases” (caspases en inglés). Las caspasas pertenecen a una familia altamente 
conservada de cisteín proteasas que comparten una rigurosa especificidad para romper 
aquellos residuos de ácido aspártico situados en sus sustratos. Esta especificidad 
permite a las caspasas desencadenar eventos proteolíticos selectivos en el citosol de 
las células animales (Alnemri y col., 1996; Budihardjo y col., 1999; Earnshaw y col., 
1999).  
Las caspasas se sintetizan como zimógenos activos, denominados pro-caspasas, 
que poseen una única cadena polipeptídica, de peso molecular situado entre los 32 y 
55 kilodaltons (kDa). Las caspasas poseen tres dominios en común (Figura 1):  
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a) Dominio central interno de gran peso molecular (17-21kDa) también denominado 
p20 que contiene una subunidad catalítica grande o sitio pentapéptido catalítico 
activo altamente conservado cuya estructura es QACXG, donde X: R, Q o G. El 
residuo de cisteína actúa como nucleófilo del sitio catalítico 
b) Dominio C-terminal (10-13kDa), también denominado p10 o subunidad catalítica 
pequeña 
c) Prodominio NH2 terminal (3-24kDa) denominado dominio de muerte (DD), 
perteneciente a la familia de receptores TNF (Earnshaw y col., 1999). El DD posee 
a su vez dos subdominios: el dominio efector de muerte (DED) y el dominio de 
reclutamiento de la caspasa (CARD)  
 
 
 
Figura 1. Estructura de las caspasas 
 
En algunas pro-caspasas las subunidades p20 y p10 están separadas por una 
pequeña secuencia de unión. Los pro-dominios largos N-terminal de las pro-caspasas 
contienen motivos estructurales largos con un número de residuos que puede abarcar 
desde los 80 a los 100, denominados superfamilia del dominio de muerte y que están 
implicados en la transducción de la señal apoptótica (Weber y Vincenz, 2001). Tras la 
maduración, las pro-caspasas son procesadas proteolíticamente entre la subunidad 
grande y pequeña dando lugar a dos subunidades separadas de pequeño y gran 
tamaño. La caspasa activa pasaría a estar formada por un heterotetrámero constituído 
por dos subunidades pequeñas y dos grandes. La activación de las caspasas 
representa un punto de control principal en la apoptosis.  
La nomenclatura de las caspasas se basa en el orden de su publicación. Así el 
primer miembro identificado perteneciente a esta familia de proteínas fue una proteasa 
responsable de la maduración proteolítica de la pro-IL-1β o ICE (Interleukin-1 β-
Converting Enzyme) (Black y col., 1989; Kostura y col., 1989) y posteriormente fue 
purificada y clonada como caspasa 1. Tal y como el nombre indica, la ICE/caspasa 1 es 
una enzima que procesa proteolíticamente al precursor interleuquina 1β para generar 
una interleuquina 1β activa (Cerretti y col., 1992; Thornberry y col., 1992). El 
N-terminal p20 p10 
 110
  
descubrimiento inicial de ICE no aportó ninguna evidencia sobre el papel de las 
proteasas tipo ICE en la muerte celular. Sin embargo, fue posteriormente, con la 
clonación del gen CED-3 del nematodo C. elegans que se tuvo constancia de que las 
proteasas tipo CED-3/ICE jugaban papeles clave en la ejecución de la apoptosis (Yuan 
y col., 1993).  
Las caspasas poseen dos funciones principales: por una parte son las 
responsables de la transducción de la señal de muerte y rotura de muchas proteínas 
celulares que resultan en la activación y/o inactivación de otras y, en segundo lugar, 
son las encargadas de desencadenar muchos de los cambios bioquímicos y 
morfológicos asociados al proceso apoptótico (Hale y col., 1996). La existencia de 
fenotipos mutantes en mamíferos e invertebrados modelo, como la mosca, sugiere que 
las caspasas podrían también estar implicadas en procesos no relacionados con la 
apoptosis, como la proliferación y diferenciación celular (Chun y col., 2002; Lamkanfi y 
col., 2006), la motilidad celular (Chowdhury y col., 2008) o la función inmune (Nadiri y 
col., 2006); sin embargo, el papel funcional de algunas de estas proteínas es todavía 
desconocido (Vernooy y col., 2000).  
Existen varias clasificaciones de las caspasas atendiendo a varios criterios. En 
base a la localización que poseen dentro de la cascada o corriente del proceso 
apoptótico (Riedl y Shi, 2004), se denominan caspasas iniciadoras o apicales aquellas 
que inician el proceso de muerte celular y activan las caspasas efectoras, ya sea 
directamente a través de proteolisis o indirectamente mediante mecanismos de 
señalización (Raff, 1998; Shi, 2004). Las caspasas efectoras o ejecutoras rompen 
posteriormente proteínas específicas que conllevan a la muerte celular (Enari y col., 
1998).  
Las caspasas iniciadoras o apicales están formadas por las pro-caspasas 2, 8, 9 
y 10 mientras que el grupo de las ejecutoras lo constituyen las pro-caspasas 3, 6 y 7. 
Existen diferencias estructurales entre un grupo y otro de caspasas. Las caspasas 
apicales tienen largos pro-dominios que contienen motivos específicos como los 
dominios efectores de muerte o DEDs, como es el caso de las pro-caspasas 8 y 10; o 
también los dominios de reclutamiento de caspasas o CARDs, como ocurre con las pro-
caspasas 2 y 9. Estos dominios median la transducción de la señal y la activación de 
las caspasas mediante procesos de oligomerización. Se activan en complejos de 
señalización inducida de muerte y también en respuesta a la ligación de los receptores 
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de muerte a la superficie de la célula (mecanismo extrínseco) o en respuesta a señales 
procedentes del interior de la célula (mecanismo intrínseco). Las caspasas se activan a 
través de dos roturas proteolíticas sucesivas. La primera ocurre entre la subunidad 
grande y pequeña (por el péptido de unión) y la segunda rotura se da entre el 
prodominio y la subunidad grande. Una vez activadas, las caspasas iniciadoras rompen 
y activan a las caspasas ejecutoras caracterizadas por la presencia de prodominios 
cortos (Boatright y Salvesen, 2003). La función de los prodominios largos de las 
caspasas iniciadoras es la de actuar como módulos de interacción mientras que los 
prodominios N-terminal cortos de las caspasas efectoras no tienen una función 
aparente.  
Las proteínas caspasa poseen cuatro sitios o bolsillos diferentes denominados 
S1, S2, S3 y S4, que están implicados en el reconocimiento de una estructura central 
tetrapéptida (P4-P3-P2-P1), el sustrato y su catálisis. En base a la afinidad que las 
caspasas presentan por el sustrato, se pueden clasificar en tres grupos: grupo I, grupo 
II y grupo III. Así, el grupo I formado por las caspasas 1, 4, 5 y 13, tolera 
sustituciones en la posición aminoacídica P4 pero prefiere aminoácidos hidrofóbicos 
como la tirosina (Tyr) o el triptófano (Trp). En el grupo II, (caspasas 8, 9 y 10) existe 
una preferencia por ramas de cadenas alifáticas de aminoácidos en el P4. La 
especificad de la rotura de la caspasa puede ser descrita como X-Glu-X-Asp. Las 
caspasas 1, 4 y 5 prefieren la secuencia de tetrapéptidos WEHD. Las caspasas 2, 3 y 7 
muestran preferencia por el sustrato DEXD, donde las caspasas 6, 8 y 9 prefieren la 
secuencia (L/V) EXD. El grupo III, constituido por las caspasas 3 y 7, es más estricto 
en el “bolsillo” S4 necesitando un P4 de carácter aspártico. Existen trabajos que 
confirman la presencia de un gran número de proteasas tipo caspasa, en especies de 
vertebrados distintas de mamíferos e invertebrados, con actividad catalítica específica 
del aspartato y cuya estructura terciaria posee una homología similar a la estructura de 
las caspasas implicadas en la muerte celular.  
Tras el primer aislamiento del CED-3 en C. elegans, han sido numerosas las 
caspasas que han sido descritas en vertebrados y en muchos phyla de invertebrados; 
desde cnidarios hasta equinodermos pero los mayores avances han tenido lugar en el 
estudio de invertebrados modelo, es decir, Drosophila melanogaster y Caenorhabditis 
elegans (DeLeo, 2004; Cooper y col., 2009). Hoy en día, una búsqueda en Pubmed de 
la palabra caspasa revela que existen más de 55.300 publicaciones relacionadas con 
estas proteínas. Se sabe que la función fisiológica de muchas caspasas está 
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conservada a lo largo de las especies. Se han descrito genes con funciones similares a 
las caspasas en plantas y protistas poniendo en evidencia el reciente descubrimiento 
de las denominadas paracaspasas y metacaspasas (Chowdhury y col., 2008). Se trata 
de dos clases de genes que poseen similitud secuencial a las caspasas de metazoos. 
Mientras que en eucariotas, las paracaspasas están limitadas a los genomas del reino 
animal, las metacaspasas están presentes en protozoos, hongos, plantas y cromistas. 
En procariotas las proteínas tipo meta/paracaspasa se encuentran tanto en Archaea 
como Eubacteria.  
En invertebrados se han identificado diversos genes homólogos a las caspasas 
de vertebrados superiores. Wiens y col. (2003) descubrieron un ADN complementario 
que codificaba para proteínas similares a la caspasa 3 de metazoos en la esponja 
Geodia cydonium, especie que representa al phylum de metazoos más ancestral. Se ha 
sugerido que las caspasas, junto con otros genes apoptóticos, aparecieron en poríferos 
y aumentaron en complejidad desde gusanos hasta mamíferos. Sin embargo, análisis 
recientes de secuencias completas de cnidarios sugieren que las caspasas eran ya 
altamente complejas en estos organismos y que muchos de esos genes apoptóticos se 
perdieron en organismos ecdisozoos como C. elegans y Drosophila. La disponibilidad 
de genomas secuenciados recientemente como el de la anémona Nematostella 
vectensis (Sullivan y col., 2006), un cnidario que se encuentra fuera del grupo de los 
organismos bilaterales, permite comprobar qué partes del proceso apoptótico han 
aparecido antes de la llegada de los bilaterales. En trabajos desarrollados en 
equinodermos se ha constatado que las caspasas y los dominios de muerte han 
aumentando en este grupo taxonómico al igual que en vertebrados, respecto de los 
invertebrados modelo clásicos (Robertson y col., 2006). Mientras que en erizo 
(Strongylocentrotus purpuratus) se han identificado al menos 31 secuencias distintas 
de genes con dominios caspasa pertenecientes a cinco subfamilias distintas (tipo 
caspasa 9, tipo caspasa 3/6/7, tipo caspasa 8, tipo ICE y caspasas N), en Drosophila 
solamente se han descrito 7 caspasas diferentes, de las cuales sólo 4 (DCP-1, DRONC, 
DRICE y DREDD) participan en muerte celular programada. Las caspasas de erizo se 
han agrupado en cinco subfamilias distintas. Una expansión análoga de los genes 
caspasa fue descrita previamente para los urocordados Ciona intestinalis y Ciona 
savignyi en los que se han descrito un total de 17 y 22 caspasas, respectivamente 
(Weill y col., 2005). Los urocordados al igual que los equinodermos son animales que 
se desarrollan de manera indirecta pasando por un estadío de larva planctónica, y es 
 113
II. Caracterización estructural y funcional de caspasas en mejillón frente a diversos estímulos
  
posible que las expansiones de los genes caspasa en estos clados sean adaptaciones 
que facilitaron la remodelación del desarrollo que ocurre durante la metamorfosis 
adulta (Weill y col., 2005; Robertson y col., 2006). Robertson y colaboradores (2006) 
sugirieron que durante el proceso evolutivo de los organismos bilaterales tuvo lugar 
una expansión en el proceso apoptótico de los metazoos básicos por el cual éste se 
diversificó en el grupo de los deuteróstomos y dio lugar a los equinodermos y cordados 
y, se cortó en protóstomos afectando a artrópodos y nematodos. 
Entre los vertebrados, se han identificado caspasas en anfibios, aves y peces 
(Yaoita y Nakajima, 1997; Inohara y Núñez, 2000; Nakajima y col., 2000). En estos 
últimos, se han identificado homólogos de todas las caspasas de mamíferos. Por 
ejemplo, en la dorada Sparus aurata se ha clonado un gen similar a la caspasa 1 
(López-Castejón y col., 2008). La caspasa de vertebrado más primitiva ha 
correspondido a una caspasa ejecutora 3/7 (AmphiCASP-3/7) y ha sido identificada en 
el cefalocordado Branchiostoma floridae. En mamíferos han sido reconocidos 15 
miembros distintos de la familia caspasa.  
En moluscos tan sólo se ha descrito un gen tipo caspasa 8 en el gasterópodo 
Haliotis diversicolor (Huang y col., 2010) pero no existen descripciones de genes 
caspasa en otros grupos de moluscos (cefalópodos o bivalvos). Los moluscos bivalvos 
están altamente influenciados por el ambiente que les rodea. Su naturaleza sedentaria 
y hábitos filtradores hacen que sean susceptibles de acumular una gran cantidad de 
organismos comensales, oportunistas y patógenos compuestos por endoparásitos, 
protozoos, virus o bacterias así como sustancias tóxicas. Se ha comprobado que el 
mejillón es capaz de tolerar cantidades significativas de varias especies bacterianas 
pertenecientes al género Vibrio como Vibrio alginolyticus o Vibrio parahaemolyticus 
(Lhafi y Kühne, 2007). Asimismo, consituyen una herramienta de gran valor como 
bioindicadores en estudios de ecotoxicología (Farris y Van Hassel, 2006; Zorita y col., 
2007). En la última década, los ecosistemas costeros han estado sujetos a un aumento 
de la contaminación por hidrocarburos como los PAHs o hidrocarburos aromáticos 
policíclicos. Éstos constituyen los componentes principales del crudo y derivados de la 
combustión de los combustibles fósiles. Se trata de moléculas lipofílicas que se 
metabolizan mediante la familia citocromo monoxigenasa P450 (CYP1) a metabolitos 
altamente reactivos que inducen la formación de aductos de ADN (Pelkonen y Nebert, 
1982) y que se acumulan en los tejidos de los organismos marinos a altas 
concentraciones. Muchos de estos contaminantes son cancerígenos y mutagénicos y, 
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tanto en humanos como en roedores, se ha visto que poseen efectos 
inmunosupresores. Entre los PAHs se encuentran el benzopireno y el fenantreno. El 
benzopireno, es un PAH carcinógeno y un tóxico indirecto que es degradado a 
metabolitos solubles altamente tóxicos (Gómez-Mendikute y Cajaraville, 2003). 
Wootton y col. (2003) comprobaron que una concentración elevada de fenantreno 
producía tasas de mortalidad elevadas en organismos bivalvos como el berberecho 
(Cerastoderma edule) y la navaja (Ensis siliqua) mientras que el mejillón (Mytilus 
edulis) era capaz de sobrevivir. El bajo peso molecular del fenantreno da lugar a que 
sea un hidrocarburo altamente soluble en agua, fácilmente biodisponible y por ello 
altamente tóxico para los animales marinos (Neff y Anderson, 1981). Por otra parte, 
los bifenilos policlorinados (PCBs) pertenecen a un grupo de agentes químicos 
persistentes conocidos como hidrocarburos aromáticos halogenados. A pesar de que la 
producción comercial de estos compuestos se prohibió a finales de los años 70, los 
PCBs continúan suponiendo un problema para la salud dada su naturaleza lipofílica, su 
persistencia en el ambiente y sus efectos tóxicos demostrados. Se ha visto que los 
PCBs causan pérdida de la viabilidad celular y aceleran la muerte celular programada 
en varios modelos celulares tales como células neuronales, células renales, 
esplenocitos, células endoteliales vasculares y células monocíticas humanas (Yoo y col., 
1997; Shin y col., 2000; Slim y col., 2000; Hwang y col., 2001; Pérez-Reyes y col., 
2001; Mariussen y col., 2002; Sánchez-Alonso y col., 2003). Dado que estos 
organismos son altamente sensibles a los cambios climáticos, contaminantes y 
patógenos, cabría pensar en la existencia de un proceso apoptótico activo que 
asegurase la homeostasis del cuerpo de estos individuos.  
En el presente capítulo se investiga la existencia de los genes caspasa 
presentes en el mejillón Mytilus galloprovincialis, y se completa la ruta de caspasas en 
esta especie. Se caracterizan un número de seis nuevas caspasas, iniciadoras y 
ejecutoras y, se analiza su regulación en respuesta a sustancias genotóxicas como es 
el caso de la luz ultravioleta, varios patrones moleculares asociados a patógenos 
(PAMPs) y contaminantes ambientales.  
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II.2 MATERIAL Y MÉTODOS  
II.2.1 OBTENCIÓN Y MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES 
DE ESTUDIO 
Los ejemplares de mejillón pertenecientes a la especie Mytilus galloprovincialis 
fueron adquiridos en una planta comercial de depuración de marisco situada en la Ría 
de Vigo. Posteriormente, los animales se trasladaron a las instalaciones de aclimatación 
donde se mantuvieron durante una semana en tanques con agua de mar filtrada a una 
temperatura de 15ºC y aireación. Los animales se alimentaron diariamente con una 
dieta a base de tres especies de microalgas, concretamente: Isochrysis galbana, 
Tetraselmis suecica y Skeletonema costatum.  
II.2.2 OBTENCIÓN DE SECUENCIAS COMPLETAS DE 
CASPASA MEDIANTE LA TÉCNICA RACE 
A partir de dos librerías de ADN complementario (ADNc), previamente 
construidas para M. galloprovincialis, se seleccionaron seis secuencias parciales y 
diferentes entre sí con alta homología a caspasas. Para la amplificación de los 
extremos 5’ y 3’ de las secuencias seleccionadas se utilizó el kit de amplificación BD 
SMART RACE cDNA (BD Bioscience Clontech). Se procedió al aislamiento del ARN total 
de los hemocitos utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen), mediante una separación 
acuosa-orgánica siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. Después, 
el ARN fue resuspendido en agua tratada con DEPC y se almacenó a una temperatura 
de -80ºC. La calidad total del ARN fue analizada mediante la técnica de electroforesis 
en gel de agarosa. Se sintetizaron los extremos de ADNc RACE 3’ y 5’ a partir de 1µg 
de ARN total utilizando la enzima BD PowerScript Reverse Transcriptase a una 
temperatura de 42ºC y un tiempo de 90 minutos. Los cebadores empleados fueron 
3´CDS- A y 5´-CDS. Asimismo se utilizó el oligonucleótido Smart A II, siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Las secuencias de los extremos 3´ y 5´de las diferentes 
caspasas se obtuvieron mediante PCR empleando el cebador Universal A mix y 
cebadores específicos diseñados con el software Primer3 (v.0.4.0) (Tabla 1). Las 
reacciones de PCR se sometieron a un ciclo estándar que consistió en 25 ciclos, a una 
temperatura de 94ºC y un tiempo de 30 segundos, seguido de: 68ºC durante 30 
segundos, 72ºC durante 3 minutos y por último, 72ºC durante 7 minutos. Los 
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productos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa a una concentración de 1% 
y teñidos con bromuro de etidio. Para visualizar las bandas se empleó un GelDoc XR 
machine (Bio-Rad). Posteriormente, los productos obtenidos se ligaron en el vector 
pCR2.1-TOPO (Invitrogen) siguiendo el protocolo de clonación “TA cloning” y 
empleando la enzima ligasa (Invitrogen). Tras la ligación, los productos se 
transformaron en células competentes DH5α™ (Invitrogen) y se llevó a cabo la 
selección de colonias blancas/azules en placas que contenían X-gal. Mediante PCR y 
usando cebadores específicos del vector M13 (M13 forward y reverse), se confirmó la 
presencia del inserto en las bacterias seleccionadas. Las colonias positivas fueron 
secuenciadas usando los mismos cebadores.  
 
 
 
 
Tabla 1. Secuencias de 
cebadores usados para 
la amplificación RACE 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.2.3 CARACTERIZACIÓN DE SECUENCIAS DE CASPASA 
Con el fin de obtener el alineamiento consenso de las secuencias de 
nucleótidos, se emplearon los programas bioinformáticos ChromasPro (v.1.33) y CAP3. 
En el caso de las secuencias aminoacídicas se utilizaron diferentes herramientas del 
servidor ExPASy Proteomics. Las secuencias consenso se compararon con aquellas 
Nombre del cebador Secuencia del cebador 
Mussel_Casp-2_RACE3-2.1 GTTTACCATATGACAGGTAGTAAGAAAGG 
Mussel_Casp-3/7-1_RACE5-4 CAGGACAGTTCGTTGCATTGAAGTATTCC 
Mussel_Casp-3/7-2_RACE5-1 CCATAGCATCTGCCTGGTCTGGATCTC 
Mussel_Casp-3/7-2_RACE3-1 TTCAGGCCTGTAGAGGAGGAGGATTAGG 
Mussel_Casp-3/7-3_RACE5-1 TCCCCAGGCCTGTCTTTGTAACCAG 
Mussel_Casp-3/7-3_RACE3-1 CCAGGTGGTGTTGATGATGATGAGGA 
Mussel_Casp-3/7-3_RACE3-2 CACGATTGTACGGGGCATTTTCTCC 
Mussel_Casp-3/7-4_RACE3-3 TACGGGGCATTTTCTCCTGGCTGTT 
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disponibles en la base de datos GenBank utilizando el programa ClustalW2. Asimismo, 
el programa pTARGET se usó para predecir la topología de las proteínas de caspasa. 
Las predicciones de péptidos señal, sitios de rotura y regiones transmembrana de las 
diferentes secuencias se llevaron a cabo utilizando los programas SignalIP 3.0, SOSUI y 
SMART, respectivamente. La base de datos PROSITE aportó información sobre los 
dominios de las proteínas, las familias y los sitios funcionales. 
II.2.4 ANÁLISIS FILOGENÉTICO 
El análisis filogenético de las secuencias obtenidas se llevó a cabo mediante la 
construcción de árboles filogenéticos. Para ello, se consideraron, por una parte, las seis 
secuencias completas homólogas a caspasa que fueron previamente descritas y 63 
caspasas adicionales pertenecientes a diferentes organismos obtenidas de la base de 
datos GenBank. En primer lugar, se realizó un alineamiento de todas las secuencias 
proteicas mediante el programa ClustalW2. El algoritmo Neighbor-joining (NJ) se 
empleó para obtener dos árboles filogenéticos cuya estimación se llevó a cabo 
mediante el programa MEGA 3. El soporte nodal se estableció a través del mismo 
programa utilizado en el paso anterior y la confianza estadística de las relaciones 
filogenéticas se obtuvo mediante un número de 10.000 réplicas bootstrap.  
II.2.5 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN EN TEJIDOS 
El análisis de expresión de las seis caspasas se realizó en diferentes tejidos 
mediante PCR cuantitativa. Se emplearon nueve mejillones para extraer los siguientes 
órganos: pie, branquias, glándula, gónada femenina, gónada masculina, hemocitos, 
manto, músculo y palpo. El ARN total se aisló utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen) y 
siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. En cada muestra se mezcló el 
ARN del mismo tejido de tres individuos. Se sintetizó el ADNc con la enzima 
SuperScript III (Invitrogen) usando para ello 1µg de ARN total, tratado con Turbo 
ADN-free (Ambión) para eliminar cualquier tipo de ADN que pudiese estar 
contaminado. Se diseñaron cebadores específicos con el programa Primer 3 (v. 0.4.0) y 
se comprobaron los niveles de eficiencia en la reacción de amplificación de acuerdo 
con el protocolo descrito por Livak y Schmittgen (2001) (Tabla 2). Un total de 0,5µl de 
cada cebador (10µM) se mezcló con 10,5µl de SYBR green PCR master mix (Applied 
Biosystems) en un volumen final de 21µl. Las muestras se sometieron a las siguientes 
condiciones de amplificación: 95ºC durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95ºC 
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durante 15s y 60ºC durante 1 minuto. El método Ct (2-∆∆Ct method) fue usado para 
determinar el nivel de expresión de los genes analizados (Livak y Schmittgen, 2001). 
La expresión de los genes caspasa fue estandarizada usando el gen actina como un 
gen control o housekeeping.  
 
 
Tabla 2. Secuencias de 
cebadores específicos 
usados en PCR cuantitativa 
 
Las unidades de 
expresión se calcularon 
dividiendo los valores de 
expresión estandarizada 
en los diferentes tejidos, 
entre la expresión de los 
valores estandarizados 
obtenidos en el músculo. 
Los datos se analizaron 
usando el test-t de 
Student. Los resultados 
se expresaron como la 
media ± desviación 
estándar de tres 
muestras diferentes y las 
diferencias se 
consideraron estadísti-
camente significativas 
para un valor p<0,05. 
 
 
Nombre del cebador Secuencia del cebador 
Mussel_Casp-2_qPCR-4F GATATATGACAAGGGTGGCAATG 
Mussel_Casp-2_qPCR-4R GACTTTACAGCATCCAGGACATC 
Mussel_Casp-3/7-1_qPCR-F GATCTTGGAAGTGGTGTAGAACG 
Mussel_Casp-3/7-1_qPCR-R CACTGCTAGGAAATCTGCTTCAT 
Mussel_Casp-3/7-2_qPCR-3F CCTGTAGAGGAGGAGGATTAGGAC 
Mussel_Casp-3/7-2_qPCR-3R GGAAGGATCCATAACCAGCAG 
Mussel_Casp-3/7-3_qPCR-F CAATGTGTAAAAACGAGAGACATTG 
Mussel_Casp-3/7-3_qPCR-R GTTAGTATATGCCCACTGTCCATTC 
Mussel_Casp-3/7-4_qPCR-2F GATTTCCTTGAAGTCTTTTCTACGTC 
Mussel_Casp-3/7-4_qPCR-2R AATATCATCGTCTTCCTGGATGTTAT 
Mussel_Casp-8_qPCR-F CCCAACCAGTAGTAACACCAGAC 
Mussel_Casp-8_qPCR-R GTATGAACCATGCCCCTATATCA 
Mussel_Actin_qPCR-F AACCGCCGCTTCTTCATCTTC 
Mussel_Actin_qPCR-R TACCACCAGACAAGACGG 
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II.2.6 INDUCCIÓN DE APOPTOSIS MEDIANTE TRATAMIENTO 
CON LUZ ULTRAVIOLETA 
En este experimento se emplearon nueve individuos adultos de mejillón a los 
cuales se les extrajo hemolinfa del músculo aductor con ayuda de una jeringuilla. Para 
facilitar la maniobra de extracción se agujereó con un esmeril la concha del animal en 
las proximidades del músculo y se procedió a extraer la sangre de cada uno de los 
individuos. El número de hemocitos obtenidos se ajustó con FSW a 2x106 células/ml. 
La hemolinfa se depositó en placas de cultivo de tejidos de 24 pocillos (Falcon). Tras 
15 minutos de incubación a una temperatura de 15ºC, el volumen total de cada pocillo 
se redujo a 500µl y las células fueron expuestas durante 45 minutos a luz ultravioleta 
(UV) emitida por una lámpara germicida (Sylvana G8T5 light bulb). Posteriormente, se 
reestableció el volumen de hemolinfa en cada pocillo mediante la adición de 1ml de 
FSW y las placas se incubaron nuevamente a 15ºC. En todos los experimentos se 
incluyó un grupo control no expuesto a luz UV. Después de 0, 1, 3, 6 y 24 horas post-
tratamiento, los hemocitos se recogieron y se procesaron con el fin de analizar 
diferentes aspectos del proceso apoptótico.  
II.2.7 EVALUACIÓN DEL PROCESO APOPTÓTICO MEDIANTE 
MICROSCOPÍA ÓPTICA 
Se evaluaron los cambios morfológicos inducidos en hemocitos tratados con luz 
UV mediante microscopía óptica (Nikon Eclipse 80i). Para ello, los hemocitos expuestos 
a la luz se despegaron del fondo de las placas con un cell scraper o rascador (Falcon) y 
se incluyeron en cubetas de citocentrífuga Cytospin (Cytospin 4, Thermo Scientific). 
Las muestras se fijaron a portaobjetos de cristal por centrifugación a 28xg, baja 
aceleración y durante un tiempo de 5 minutos. Las preparaciones se dejaron secar al 
aire durante otros 5 minutos y después se tiñeron con el kit de tinción Hemacolor 
(Merck). En todos los casos, el grupo control fue procesado siguiendo el mismo 
protocolo.  
II.2.8 EVALUACIÓN DEL PROCESO APOPTÓTICO POR 
CITOMETRÍA DE FLUJO 
Se evaluaron los niveles de apoptosis en hemocitos de mejillón mediante la 
técnica de citometría de flujo. Los hemocitos tratados y no tratados con luz UV se 
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recogieron y se transfirieron a tubos de microcentrífuga de 1,5ml. Las muestras se 
lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en Binding buffer a concentración 1X 
(10mM Hepes/NaOH, pH 7,4, 140mM NaCl, 2,5mM CaCl2) el cual contenía 5μl de 
annexina V-FITC (BD Biosciences) y 10μl de 7-amino-actinomicina (7-AAD) (BD 
Biosciences). Las células se incubaron durante 15 minutos en oscuridad y a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se cuantificó el porcentaje de células 
apoptóticas y/o necróticas con ayuda de un citómetro de flujo FACSCalibur y usando el 
software Cell Quest (BD Biosciences). Concretamente, la detección del contenido de 
annexina V-FITC y 7-AAD se hizo a través de los canales FL-1 (530nm) y FL-3 (>650 
nm), respectivamente. Se calculó el porcentaje de hemocitos positivos detectados en el 
canal FL-1 y obtenidos después del tratamiento con UV, entre los valores registrados 
en el grupo control. Los datos se analizaron usando el test-t de Student. Los resultados 
se expresaron como la media ± desviación estándar de las nueve muestras de 
hemocitos y las diferencias se consideraron significativas para p<0,05. 
II.2.9 MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LAS CASPASAS 
TRAS LA EXPOSICIÓN A LUZ ULTRAVIOLETA 
Para determinar y cuantificar los patrones de expresión de los genes caspasa en 
hemocitos de mejillón, se llevó a cabo una PCR cuantitativa utilizando los ARNs de los 
hemocitos expuestos a la luz UV tal y como se describió en el apartado II.2.6. La 
amplificación se llevó a cabo usando los cebadores específicos diseñados previamente 
(Tabla 2) y las condiciones de PCR cuantitativa fueron similares a las que se detallan 
en el apartado II.2.5. Los niveles de expresión de los genes caspasa se normalizaron 
utilizando el gen actina como gen constitutivo. Las unidades de expresión se calcularon 
dividiendo los valores de expresión estandarizada en los hemocitos tratados con UV 
entre los valores de expresión estandarizada obtenidos en el grupo control no tratado. 
Los datos se analizaron usando el test-t de Student donde los resultados se expresaron 
como la media ± desviación estándar de los tres pooles (3 ARNs individuales por pool) 
y las diferencias se consideraron estadísticamente significativas para p<0,05. 
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II.2.10 MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CASPASAS BAJO 
DIFERENTES ESTÍMULOS 
II.2.10.1 ESTIMULACIÓN I N  VI TR O CON PAMPS 
Varios PAMPs se añadieron a cultivos primarios de hemocitos. Concretamente, 
soluciones con 1 mg/ml de poly I:C, zimosán, lipopolisacárido (LPS) o ácido lipoteicoico 
(LTA) fueron preparadas a partir de un stock comercial (Sigma-Aldrich). También se 
utilizaron CPGs (ADN aislado de un cultivo de Vibrio anguillarum). Para su preparación, 
se hizo crecer la bacteria en un medio de TSA suplementado con un 1% de NaCl a 
temperatura ambiente. El ADN bacteriano se aisló usando fenol-cloroformo y la 
concentración de CpG se ajustó a 1mg/ml. Por otra parte, la hemolinfa de cinco 
mejillones adultos fue extraída tal y como se mencionó anteriormente. La hemolinfa se 
mezcló en cuatro pooles de modo que cada pool estuvo formado por un volumen de 
2,5ml de hemolinfa. Se incubaron los hemocitos (20 cultivos primarios) con las 
soluciones de PAMPs a una concentración final de 50µg/ml. Todos los experimentos se 
llevaron a cabo a una temperatura de 15ºC y se realizaron, al menos, dos réplicas. El 
análisis de expresión de los genes se evaluó a 0, 1, 3 y 6h post-estimulación mediante 
el uso de PCR cuantitativa. 
II.2.10.2 ESTIMULACIÓN I N  VI TR O CON COMPUESTOS 
ORGANOCLORADOS 
Para analizar el efecto de los contaminantes ambientales en el sistema inmune 
de mejillón, se expusieron cultivos primarios de hemocitos a diferentes hidrocarburos 
aromáticos policíclicos (PAHs) y policlorobifenilos (PCBs) (Sigma-Aldrich). Se extrajo la 
hemolinfa de 12 mejillones del músculo aductor y se mezcló en 4 muestras de manera 
que cada una de ellas estuvo formada por hemolinfa de 3 individuos distintos. Las 
células se ajustaron a una concentración final de 2,5x104 células/ml con FSW y se 
depositaron en placas de cultivo de 24 pocillos (Falcon). Los hemocitos se incubaron 
con los PHAs; fenantreno y benzopireno, a una concentración final de 100ppb y con 
PCBs a 3,5 µg/ml. Los grupos control se trataron con el mismo volumen de FSW. La 
expresión de genes se analizó tras 1, 3 y 6h post-tratamiento a través de PCR 
cuantitativa.  
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II.3 RESULTADOS  
II.3.1 CARACTERIZACIÓN DE SECUENCIAS DE CASPASA  
Tras la amplificación RACE, clonación y secuenciación, se obtuvieron los ADNc 
correspondientes a los marcos abiertos de lectura (ORFs) de seis genes de mejillón 
homólogos a proteínas caspasa. Dos de las secuencias obtenidas se incluyeron en el 
grupo de las caspasas iniciadoras y se designaron caspasa 2 y caspasa 8 en base al 
grado de identidad y en comparación con las secuencias disponibles en las bases de 
datos públicas. La primera secuencia tuvo una longitud de 1.545 pares de bases (pb) y 
codificó para una proteína de 468 aminoácidos. La identidad entre esta secuencia y 
otras caspasas iniciadoras como la caspasa 2 de Xenopus laevis y la caspasa 9 de 
Danio rerio fue elevada; concretamente los E-values registrados fueron de 2e-216 y 2e-
214, respectivamente. La segunda secuencia tuvo una longitud de 1.379 pb y codificó 
para una proteína más corta de 383 residuos. Fue considerada como una caspasa 8 
dada su identidad con las caspasas 8 de Oryzias latipes y Tubifex tubifex (E-values de 
1e-226 y 1e-224, respectivamente). Las cuatro secuencias restantes se incluyeron en el 
grupo de las caspasas ejecutoras y se designaron como caspasas 3/7-1, 3/7-2, 3/7-3 y 
3/7-4 en base a la identidad con el grupo de caspasas 3/7. La longitud de las 
secuencias, el número de aminoácidos y los E-values obtenidos se recogen de manera 
detallada en la Tabla 3. Las identidades entre las caspasas ejecutoras fueron muy 
bajas. Concretamente, se situaron por debajo del 19% entre las formas 1 y 3, 2 y 3, 3 
y 4; estuvieron alrededor del 50% entre 1 y 4, 2 y 4 y alcanzaron valores por encima 
del 60% entre la 1 y 2. Se usaron los programas ScanProsite y SMART para analizar 
estructuralmente las secuencias de caspasa traducidas y poder predecir la presencia de 
dominios conservados. Así, la caspasa 2 de mejillón presentó un prodominio largo N-
terminal que contuvo un motivo CARD de estructura larga con 92 residuos. Sin 
embargo, esta caspasa no conservó la subunidad p20 a pesar de que el resto de 
caspasas sí lo contenían. Este hecho también se constató a través de varias 
amplificaciones RACE. Posteriormente, mediante la amplificación por PCR, clonación y 
secuenciación, se confirmó la estructura de la molécula. La subunidad pequeña p10 
estuvo presente en todas las caspasas. En la caspasa 8 se encontró un único dominio 
DED con un valor de confianza muy bajo.  
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 Caspasa-3/7-1 Caspasa-3/7-2 Caspasa-3/7-3 Caspasa-3/7-4 
Total pb 1079 1258 1340 1126 
ORF 942 942 996 888 
AA 313 313 331 295 
Especies  Caspasa 3  
B. taurus 
Caspasa 7  
M. musculus 
Caspasa 3  
S. purpuratus 
Caspasa 3  
D. rerio 
 Caspasa 3  
C. clemensi 
Caspasa 3  
C. clemensi 
Caspasa 3/7  
B. floridae  
Caspasa 3  
O. latipes 
E-values 
6e-37 4e-38 4e-21 6e-32 
7e-37 5e-38 2e-19 1e-31 
Tabla 3. Características de las caspasas incluidas en el grupo de las caspasas ejecutoras 
 
En la Figura 1A se indican las caspasas iniciadoras y ejecutoras como A y B, 
respectivamente. La estructura de las caspasas ejecutoras en mejillón fue similar a la 
estructura de las caspasas 1, 3 y 7 descritas en insectos (Figura 1B). Se empleó el 
programa ScanProsite para comprobar la presencia de dominios conservados en todas 
las proteínas caspasa, con la excepción del dominio DED presente en la caspasa 8 de 
mejillón, el cual fue detectado a través del programa SMART. Las subunidades grandes 
y pequeñas son el resultado de la rotura del proenzima por los residuos aspártico Asp 
(D), los cuales son homólogos a los aspárticos de humano Asp316 y Asp330 (basados 
en sitios equivalentes descritos en caspasa 2 de humano). Las proteínas caspasa 
poseen cuatro sitios diferentes o bolsillos (S1, S2, S3 y S4) implicados en el 
reconocimiento de un motivo central tetrapéptido (P4-P3-P2-P1), el sustrato y su 
catálisis. Se detectaron los residuos conservados presentes en los sitios S1, S2, S3 y 
S4. En el sitio S1, se localizaron la arginina Arg179 y glutamina Gln283, los cuales se 
conservaron en todas las caspasas excepto en la caspasa 2 donde el residuo de Gln283 
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fue sustituido. En los sitios S2 y S3 se localizaron la serina Ser339 y la arginina Arg341, 
respectivamente. La serina Ser339 se reemplazó en caspasa 2, caspasa 3/7-3 y 
caspasa 8, y la arginina Arg341 se sustituyó en caspasa 2 y caspasa 3/7-4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Arquitectura de dominios de las caspasas iniciadoras y ejecutoras. A y B se refieren a 
las caspasas iniciadoras y ejecutoras, respectivamente. Las características de dominios fueron predichas 
con el programa ScanProsite. El dominio DED de la caspasa 8 de mejillón se predijo mediante el programa 
SMART.  
 
El sitio de unión S4, ha sido descrito por ser clave y determinante de la 
especifidad del sustrato. Presentó variaciones de manera considerable entre las 
diferentes caspasas. El triptófano Trp348 que ha sido descrito por determinar la forma 
física de la especificidad del bolsillo, sólo se conservó en la caspasa 3/7-3 y caspasa 8. 
La prolina reemplazó al triptófano Trp348 en las caspasas 3/7-1, 3/7-2 y 3/7-4 y la 
alanina Ala reemplazó al triptófano en la caspasa 2. La prolina al igual que el 
triptófano, es un residuo aminoacídico hidrofóbico. El sitio activo de estructura QACRG, 
estuvo presente en todas las caspasas a excepción de la caspasa 2.  
En una caspasa típica, tras la unión al sustrato, el proceso de catálisis implica a 
un diado catalitico compuesto por los residuos cisteína Cys285 e histidina His237, 
además de un agujero oxianión que a su vez hace que participen la glicina Gly238 y 
cisteína Cys285 (todos los residuos se conservaron en mejillón excepto en caspasa 2) 
(Figura 2).  
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II.3.2 ANÁLISIS FILOGENÉTICO  
Las caspasas iniciadoras se dividieron en dos grupos principales (Figura 3). La 
primera rama incluyó a las caspasas 2 y 9 mientras que la segunda incluyó a las 
caspasas 8 y 10. Las caspasas de vertebrados e invertebrados (2/-9) se separaron, 
mayoritariamente, en otros subgrupos adicionales. La caspasa 2 de mejillón se localizó 
en la rama principal de la caspasa 2/9 y cerca de las secuencias de invertebrados como 
cnidarios, nematodos, insectos y crustáceos. La caspasa 8 de mejillón se situó en la 
segunda rama principal (caspasas 8/10), lejos de los vertebrados pero más cerca de la 
caspasa descrita en oreja de mar (Haliotis diversicolor).  
 
Figura 3. Análisis filogenético de caspasas iniciadoras. Árbol filogenético siguiendo el método  
Neighbor-joining (NJ) con 10.000 repeticiones bootstrap. Los números que están encima de las ramas son 
porcentajes bootstrap.  
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Las caspasas ejecutoras de mejillón fueron analizadas usando las secuencias 
disponibles de las caspasas 1, 3 y 7, en la base de datos GenBank (Figura 4). Las 
caspasas de vertebrados 3/7 y caspasa 1 se agruparon de manera diferente. Cabe 
destacar que la caspasa 1 de insectos se agrupó en la rama de las caspasas 3/7. Las 
cuatro caspasas de mejillón 3/7 fueron localizadas en un pequeño grupo situado entre 
ambas ramas principales y en consecuencia, constituyeron un grupo intermedio entre 
la caspasa 1 de vertebrados y la rama de las caspasas 3/7.  
 
Figura 4. Análisis filogenético de caspasas ejecutoras. El árbol filogenético se construyó siguiendo 
el algoritmo Neighbor-joining (NJ). Los números que están sobre las ramas indican los porcentajes 
bootstrap.  
 
 
 128
  
II.3.3 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN EN TEJIDOS 
El análisis de expresión de caspasas en diferentes tejidos reveló que el músculo 
fue el tejido que registró los valores de expresión más bajos en todos los genes, a 
excepción de las caspasas 2 y 3/7-2. Para estas caspasas, el valor de expresión más 
bajo correspondió a las gónadas masculina y femenina (Figura 5).  
 
Figura 5. Expresión de los genes caspasa en diferentes tejidos. Los resultados representan la 
media + desviación estándar de tres muestras diferentes. Las unidades de expresión se calcularon 
dividiendo los valores de expresión estandarizada en los diferentes tejidos por los valores de expresión 
estandarizada obtenidos en el músculo. Los datos fueron analizados usando el test-t de Student. NS indica 
la presencia de diferencias no significativas respecto a los niveles de expresión detectados en músculo.  
 
En general, los valores de expresión más altos para todos los genes de caspasa 
se detectaron en glándula, variando desde las 95 veces por encima del músculo para 
caspasa 3/7-2, hasta las 106 veces para caspasa 2. Otros tejidos como branquia, pie, 
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palpo y hemocitos mostraron valores de expresión intermedia y el manto y gónadas 
registraron los valores de expresión más bajos. Los valores de expresión para todas las 
caspasas en los tejidos muestreados fueron significativamente diferentes respecto a los 
valores obtenidos en el músculo. Sólo los valores de expresión de la caspasa 2 
detectados en palpo y la gónada masculina y los valores de expresión de caspasa 3/7-2 
detectados en pie y manto no fueron significativamente diferentes a los valores de 
expresión obtenidos en el músculo. 
II.3.4 INDUCCIÓN DE APOPTOSIS MEDIANTE TRATAMIENTO 
CON LUZ ULTRAVIOLETA 
II.3.4.1 EVALUACIÓN DEL PROCESO APOPTÓTICO MEDIANTE 
MICROSCOPÍA ÓPTICA 
Se observaron cambios histológicos, relacionados con el proceso apoptótico, en 
hemocitos tratados con luz ultravioleta (Figura 6). A lo largo del tiempo se fue 
observando un aumento secuencial en los cambios morfológicos. A las 3h post-
tratamiento, se observó una ligera condensación de la cromatina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Cambios histológicos relacionados con el proceso apoptótico observado en 
hemocitos tratados con luz ultravioleta. A y D: Muestran los granulocitos control y los pequeños 
hialinocitos no tratados con luz ultravioleta. B: Ligera condensación de cromatina observada en 
granulocitos después de 3h post-tratamiento. C y F: Presencia de cuerpos apoptóticos dentro del 
citoplasma de granulocitos e hialinocitos, respectivamente, después de 24h post-tratamiento. E: 
Condensación de la cromatina en pequeños hialinocitos después de 6h. 
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Debido al pequeño tamaño de los hialinocitos, esta característica se observó de 
manera más clara en los granulocitos (Figura 6B). A las 0 y 1 horas post-tratamiento, 
no se observó ningún cambio morfológico (datos no mostrados), pero tras 6h, éstos se 
hicieron más evidentes y poco a poco se empezaron a visualizar muchas partículas 
densas dentro de los núcleos en ambos tipos de hemocitos (Figura 6E). Los cambios 
apoptóticos fueron muy claros después de 24 horas, cuando la vacuolización 
citoplasmática y los cuerpos intracelulares estuvieron presentes. Éstos últimos 
mostraron tinción del ADN y aparecieron como fragmentos nucleares dentro de las 
células apoptóticas (Figuras 6C y 6F). Ninguno de los cambios histológicos que se 
mencionan fueron detectados en los grupos control (Figuras 6A y 6D).  
II.3.4.2 EVALUACIÓN DEL PROCESO APOPTÓTICO POR 
CITOMETRÍA DE FLUJO 
El grado de apoptosis en diferentes poblaciones de hemocitos fue analizado 
usando un citómetro de flujo y una metodología de doble tinción con los reactivos 
annexina V-FITC y 7AAD (Figura 7). Partiendo de diferentes plots de densidad, los 
hemocitos totales se agruparon en dos poblaciones principales: R1 y R2. La población 
R1 presentó los mayores valores de tamaño relativo (Forward scattered, FSC) y 
complejidad interna o granularidad (Side scattered, SSC). Asimismo, estuvo constituida 
principalmente por células granulares, mientras que la población R2, con valores más 
bajos de FSC y SSC, estuvo 
formada por pequeños hialinocitos 
(Figura 7).  
 
Figura 7. Evaluación de los niveles de 
apoptosis inducidos en hemocitos 
tratados con UV por citometría de 
flujo. Los hemocitos se dividen en dos 
poblaciones en base a sus características 
de FSC y SSC.  
 
 
Un pequeño número de células R1 se tiñó con annexina V-FITC después de 0, 1 
y 3h post-tratamiento con UV aunque el número de células positivas (annexina V+) fue 
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5 veces mayor en las células tratadas con UV que en los controles. Se observó un 
incremento en el número de células R1 positivas a lo largo del curso de tiempo así 
como un incremento significativo en el número de células positivas después de 24h 
post-tratamiento, en comparación con los resultados obtenidos al comienzo del 
experimento. En este punto de tiempo, el número de células positivas fue 23 veces 
más alto en células tratadas con UV que en el grupo control (Figura 8). La tendencia 
fue opuesta en el caso de las células incluidas en la región R2. Los valores positivos 
más altos fueron registrados a 0h post-tratamiento con un número de células positivas 
16 veces mayor en células tratadas con UV que en los controles. El incremento de 
células positivas a 0h en esta región fue significativamente diferente de los valores 
obtenidos a 6h y 24h (Figura 8). En todas las poblaciones tratadas con UV, el 
porcentaje de células necróticas (7AAD+) fue más bajo que el 15% y no aumentó 
durante el curso de tiempo (datos no mostrados).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Cambios de los niveles apoptóticos durante el curso de tiempo en las poblaciones R1 
y R2. Índice apoptótico de la población R1. Índice apoptótico de la población R2. Los resultados 
representan la media + desviación estándar de los datos de 9 poblaciones de hemocitos. Los datos fueron 
analizados usando el test t de Student. Los asteriscos (*) indican diferencias significativas para p<0,05.  
 
II.3.5 MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LAS CASPASAS 
TRAS LA EXPOSICIÓN A LUZ ULTRAVIOLETA 
El tratamiento de hemocitos con UV indujo importantes cambios en los perfiles 
de expresión de las caspasas a lo largo del experimento. La caspasa 2 se reguló de 
manera negativa a 0h post-tratamiento (0,01 veces por debajo del control) y aumentó 
de manera significativa a las 3h y 6h post-tratamiento. Los niveles de expresión 
disminuyeron a las 24h y para ese intervalo de tiempo las condiciones registradas 
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fueron similares a las iniciales (Figura 9). La caspasa 8 mostró los valores de expresión 
más altos, alcanzando a las 6h un valor máximo de 75 veces por encima del control. La 
caspasa 8 registró niveles de expresión elevados a lo largo de todo el experimento, 
incluso los valores de expresión más bajos, que fueron aquellos registrados a 0h y 24h 
post-tratamiento, fue de 6 veces respecto al nivel control (Figura 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Cinética de la expresión de caspasas en hemocitos tratados con UV. Los resultados 
representan la media + desviación estándar de 3 pooles (3 poblaciones de hemocitos por pool). Los datos 
fueron analizados usando el test- t de Student. Evolución de los niveles de expresión de las caspasas 
iniciadoras 2 y 8. a y b indican diferencias significativas en las caspasas 2 y 8, respectivamente. Evolución 
de los niveles de expresión de las caspasas ejecutoras 3/7-1, 3/7-2, 3/7-3 y 3/7-4. c, d, e y f indican 
diferencias significativas para p<0,05 en las caspasas 3/7-1, 2, 3 y 4, respectivamente.  
 
En lo que a las caspasas ejecutoras se refiere, las caspasas 3/7-1 y 3/7-2 
mostraron cinéticas de expresión muy similares. A 0h post-tratamiento, ambas 
caspasas se regularon negativamente registrando valores en torno a 0,5 por debajo de 
los controles. A 1h, 3h y 6h post-tratamiento se registró un aumento significativo 
alcanzando los máximos niveles de expresión después de 3h (3,8 veces por encima de 
los controles para ambas caspasas). La caspasa 3/7-1 se reguló negativamente de 
manera significativa a las 24h (0,08 por debajo de los controles); mientras que, la 
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caspasa 3/7-2 mantuvo su regulación positiva durante todo el curso de tiempo y 
prolongándose hasta el final del experimento a las 24h post-tratamiento (Figura 9). La 
caspasa-3/7-3 se mantuvo expresada de manera positiva todo el tiempo. A 1h, 3h y 6h 
post-tratamiento se registraron los valores significativos más altos, sin embargo, el 
valor máximo de expresión fue obtenido a 1h post-tratamiento. La caspasa 3/7-4 
solamente se reguló de manera positiva y significativa a las 3h post-tratamiento. Por 
último, la expresión disminuyó hasta registrar valores negativos significativos de 
expresión al final del experimento (Figura 9).  
II.3.6 MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CASPASAS BAJO 
DIFERENTES ESTÍMULOS 
II.3.6.1 ESTIMULACIÓN I N  V I TR O CON PAMPS  
Para analizar la implicación de las caspasas en la respuesta inmune inducida por 
patógenos, los hemocitos de mejillón fueron tratados con varios PAMPs (Figura 10). 
Los PAMPs que representaron las diferentes infecciones bacterianas, es decir, el LPS, 
CPGs y LTA, fueron capaces de modular la expresión de los genes de estudio. El LPS y 
los CPGs indujeron alteraciones de la expresión cuyo valor estuvo por debajo de 3,5, 
respecto al control. Las caspasas iniciadoras 2 y 8 se regularon de manera negativa y 
significativa después de 3h, en todos los tratamientos. A las 6h post-tratamiento, el 
LPS y el LTA indujeron una regulación positiva y significativa de la caspasa 2, mientras 
que el tratamiento de los CPGs indujo una regulación similar en caspasa 8. Las 
caspasas ejecutoras 3/7-1 y 3/7-2 mostraron una cinética análoga para todos los 
tratamientos. El LPS y LTA indujeron un aumento de la expresión de ambas caspasas 
durante el experimento. La caspasa 3/7-2 alcanzó niveles significativamente diferentes 
respecto a los controles a partir de las 3h post-tratamiento. Por otra parte, la caspasa 
3/7-1 no se reguló de manera positiva significativa a las 3h en muestras tratadas con 
LTA. Durante el tratamiento con CPGs (Figura 10), los niveles de expresión de las 
caspasas 3/7-1 y 3/7-2 alcanzaron el pico más alto después de 3h post-tratamiento 
seguido de una disminución significativa de la expresión tras las 6h.  
Las caspasas 3/7-3 y 3/7-4 se vieron menos afectadas por los tratamientos 
durante el curso de tiempo. Así, la caspasa-3/7-3 se reguló de manera negativa y 
significativa después de 3h post-tratamiento para todos los PAMPs, recuperando los 
valores de expresión inicial a las 6h post-tratamiento en LPS y LTA o alcanzando los 
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valores máximos con el tratamiento de CPGs. No se registraron cambios significativos 
en los valores de expresión de la caspasa 3/7-4.  
 
Figura 10. Inducción de las caspasas en hemocitos tratados con diferentes PAMPs (LPS, CPGs 
y LTA) a 1h, 3h y 6h post-tratamiento. Hemocitos estimulados con LPS, CPGs y LTA. Los resultados 
representan la media + desviación estándar de pooles de hemocitos experimentales. Los datos fueron 
analizados usando el test-t de Student. a, b, c, d, e y f indican diferencias significativas para p<0,05 de las 
caspasas 2, 8, 3/7-1, -3/7-2, -3/7-3 y 3/7-4, respectivamente.  
 
El compuesto zimosán (Figura 11) se empleó para estimular los hemocitos de 
mejillón con el fin de simular una infección fúngica, ya que este compuesto es un 
componente de la pared celular de las levaduras. Los niveles de expresión obtenidos 
en hemocitos tratados con zimosán fueron relativamente similares a aquellos descritos 
para tratamientos bacterianos. Hubo una regulación negativa y significativa de la 
expresión de las caspasas 2 y 8 a 3h post-tratamiento. Después de 6h post-
tratamiento, los valores de expresión se situaron en torno a niveles similares 
registrados a 1h post-tratamiento (3 veces por encima del grupo control). Las caspasas 
ejecutoras 3/7-1 y 3/7-2 se regularon de manera positiva a las 3h y 6h; mientras que 
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la caspasa 3/7-4 se reguló de manera negativa y significativa a esos mismos intervalos 
de tiempo. No se registraron cambios significativos en la expresión de la caspasa 3/7-
3. La cinética de la expresión génica tras la realización del tratamiento simulando 
infecciones virales con poly I:C (Figura 11) fue diferente a todos los tratamientos 
descritos previamente.  
 
Figura 11. Inducción de las caspasas en hemocitos tratados con diferentes PAMPs (Zimosán y 
Poly IC) a 1h, 3h y 6h post-tratamiento. Hemocitos estimulados con zimosán y Poly IC. Los 
resultados representan la media + desviación estándar de pooles de hemocitos experimentales. Los datos 
fueron analizados usando el test-t de Student. a, b, c, d, e y f indican diferencias significativas para 
p<0,05 de las caspasas 2, 8, 3/7-1, 3/7-2, 3/7-3 y 3/7-4, respectivamente.  
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A pesar de que los cambios en los niveles de expresión de ambas caspasas 
iniciadoras durante el curso de tiempo, no fueron significativos, mostraron aumentos 
superiores a dos veces respecto del control. La expresión de las caspasas ejecutoras 
3/7-1 y 3/7-2 se incrementó significativamente a las 3h y 6h post-tratamiento 
alcanzando niveles superiores a las 34 veces respecto a los controles (un aumento de 
34 veces se observó solamente para los valores de expresión de la caspasa 3/7-2). Sin 
embargo, las formas 3/7-1 y 3/7-2 registraron valores más bajos que el control a 1h 
post-tratamiento. No hubo cambios significativos en la expresión de la caspasa 3/7-3 
pero la caspasa 3/7-4 se reguló de manera negativa y significativa a las 3h y 6h post-
tratamiento. 
	  
  
II.3.6.2 ESTIMULACIÓN I N  V I TR O CON COMPUESTOS 
ORGANOCLORADOS 
Para evaluar el efecto de diferentes contaminantes en el sistema inmune de 
mejillón, los hemocitos fueron expuestos a altas concentraciones de PHAs y PCBs, 
componentes más frecuentes del petróleo. Los PHAs y PCBs son algunos de los 
agentes químicos responsables de la contaminación del medio marino causada por 
manchas de este hidrocarburo. Ambos compuestos indujeron cambios en los perfiles 
de expresión de genes, variando desde un aumento de 3 a 0,3 por debajo de los 
controles (Figura 12). El benzopireno indujo una regulación negativa y significativa de 
todas las caspasas a lo largo del curso de tiempo. A 1h post-tratamiento, todos los 
genes alcanzaron valores por encima de un valor de 1,5 veces pero la expresión fue 
disminuyendo gradualmente hasta las 6h post-tratamiento. En este punto, todos los 
genes registraron valores de expresión por debajo de los controles. Los resultados 
obtenidos tras el tratamiento de hemocitos con fenantreno, fueron opuestos a los que 
se acaban de describir. Con este tratamiento la expresión de todos los genes aumentó 
de manera significativa a lo largo del tiempo (Figura 12). Las caspasas 2, 3/7-1, 3/7-2 
y 3/7-3 aumentaron su expresión de 1h a 3h post-tratamiento pero los niveles de 
expresión se incrementaron por encima del control a las 6h post-tratamiento. En este 
intervalo, la expresión estuvo situada por debajo de 2, para todos los genes. La 
expresión de las caspasas 3/7-4 y 8 aumentó a lo largo del tiempo y mostró valores 
por encima de 2,5 a las 6h post-tratamiento. El tratamiento con PCBs también dio 
lugar a una modulación de la expresión de los genes. Las caspasas iniciadoras 2 y 8 
disminuyeron su expresión significativamente a las 3h y 6h post-tratamiento. Las 
caspasas ejecutoras 3/7-1 y 3/7-3 incrementaron su expresión con diferencias 
significativas, a las 3h y 6h post-tratamiento. La caspasa 3/7-4 disminuyó su expresión 
de manera significativa entre 1h y 3h, mientras que la caspasa 3/7-2 redujo su 
expresión entre 1h y 3h significativamente mientras que entre las 3h y 6h post-
tratamiento aumentó con diferencias significativas su nivel de expresión.  
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Figura 12. Modulación de la expresión de los genes caspasa en hemocitos tratados con los 
contaminantes benzopireno, fenantreno y PCBs. Los resultados representan la media + desviación 
estándar de 4 pooles de hemocitos. Los datos fueron analizados usando el test-t de Student. a, b, c, d, e y 
f indican diferencias significativas para p<0,05 de las caspasas 2, 8, 3/7-1, 3/7-2, 3/7-3 y 3/7-4, 
respectivamente.  
 
II.4 DISCUSIÓN  
Sokolova (2009) ha subrayado la importancia del proceso apoptótico en el 
sistema de defensa inmune de los moluscos (Sokolova, 2009). Aunque recientemente, 
se ha descrito una caspasa 8 en el gasterópodo Haliotis diversicolor (Huang y col., 
2010), existen pocas referencias que describan la presencia de caspasas o los efectos 
de los diferentes estímulos sobre la modulación y/o regulación, de los mecanismos 
apoptóticos en los moluscos bivalvos, a pesar de la importancia económica y ecológica 
de estos organismos.  
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En el presente trabajo, se caracterizaron 6 caspasas diferentes en el molusco 
bivalvo Mytilus galloprovincialis y también se llevó a cabo el análisis de la regulación de 
dichos genes, bajo exposiciones experimentales a sustancias genotóxicas y PAMPs. A 
partir de las estimaciones obtenidas con el programa BLAST, la predicción de los 
dominios estructurales y los análisis filogenéticos; se procedió a la clasificación de las 
secuencias proteicas de las caspasas iniciadoras y ejecutoras. El grupo de caspasas 
iniciadoras estuvo formado por 2 secuencias cuya identidad fue similar a caspasa 2 y 
caspasa 8; mientras que el grupo de las ejecutoras estuvo formado por 4 miembros 
con alta identidad a caspasa 3/7. A pesar de que se han caracterizado 6 caspasas, el 
mejillón mediterráneo probablemente contenga otras caspasas adicionales. El conjunto 
de caspasas iniciadoras (caspasa 2 y caspasa 8) es similar a las secuencias 
identificadas en otros modelos animales. Más concretamente, las caspasas 2 y 8 
podrían ser homólogas a los genes de Drosophila, DREDD y DRONC, respectivamente 
(Lamkanfi y col., 2002; Robertson y col., 2006). Cabe destacar que hubo mayor 
variabilidad dentro del grupo de las caspasas ejecutoras. Debido a los bajos valores de 
identidad obtenidos entre las caspasas 3/7-1, 3/7-2, 3/7-3 y 3/7-4, se sugiere que 
estas secuencias podrían corresponder a diferentes proteínas más que constituir 
diferentes isoformas de una misma proteína. La presencia de diferentes isoformas de 
las caspasas ejecutoras ha sido ya descrita en diferentes phyla, abarcando desde 
humanos hasta esponjas (Cohen, 1997; Wiens y col., 2003). Sin embargo, tan sólo 3 
de los 31 genes caspasa descritos en equinodermos han sido identificados como 
caspasas ejecutoras (Robertson y col., 2006). La presencia de múltiples caspasas 
ejecutoras en bivalvos podría reflejar una expansión específica de estas proteínas en 
moluscos, resaltando por tanto la importancia de la fase ejecutora en el proceso 
apoptótico de estos organismos. Además, dicha expansión de las caspasas ejecutoras 
podría ser la razón por la que estos genes sean considerados como divergentes 
mientras que las caspasas iniciadoras sean más conservadas. Las cuatro caspasas 
ejecutoras de mejillón contuvieron prodominios cortos y ambas conservaron el sitio 
activo de cisteína pentapéptido y el típico dominio p20-p10 que ha sido extensamente 
descrito en mamíferos (Earnshaw y col., 1999). Además, los residuos críticos 
aminoacídicos implicados en catálisis (Wilson y col., 1994), estuvieron bien 
conservados en las cuatro caspasas ejecutoras. Sin embargo, los residuos que 
conforman el bolsillo de unión para el ácido aspártico P1 en el sustrato, no se 
conservaron (Wilson y col., 1994) ya que las caspasas ejecutoras 3/7-3 y 4 
presentaron dos sustituciones diferentes. Dado que estos residuos juegan un papel en 
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la determinación de la especificidad del sustrato de las caspasas, dichas especificidades 
pueden diferenciarse sustancialmente de aquellas presentes en otros miembros de esta 
familia de proteínas. Los aspectos estructurales más importantes de las caspasas 
iniciadoras están representados por los dominios CARD y DED en las caspasas 2 y 8, 
respectivamente. A pesar de que ya se ha sugerido que la apoptosis mediada por 
receptores de muerte podría ser no funcional en invertebrados no cordados (Sokolova, 
2009), la presencia de ambos dominios iniciadores en mejillón, concuerda con varias 
descripciones publicadas previamente, acerca de la existencia de proteínas que 
contenían dominios de muerte en otros invertebrados (Muzio, 1998; Bridgham y col., 
2003), sugiriendo la posible existencia de un mecanismo mediado por receptores de 
muerte en estos organismos. La caspasa 2 de mejillón carece del sitio activo 
pentapéptido conservado de cisteína, lo cual indica que podría representar una 
proteína reguladora no proteolítica tipo caspasa análoga a la proteína de mamífero 
CLARP (caspase-like apoptosis-regulatory protein) (Inohara y col., 1997). La caspasa 2 
de mejillón también carece del típico dominio p20 compartido por muchas otras 
caspasas homólogas. Podría ser que esta forma de caspasa fuese una variante de una 
caspasa completa funcional en mejillón. Esto parece indicar una posible función 
reguladora para la forma truncada de la caspasa 2 de manera similar a otras formas 
truncadas descritas en humanos (Zhivotovsky y Orrhenius., 2005). La caspasa 8 de 
mejillón posee caracterísiticas estructurales que la hacen diferente a otras proteínas 
homólogas. El programa SMART predijo la presencia de un solo dominio DED en lugar 
de dos dominios DED tal y como se ha descrito en vertebrados más desarrollados 
(Earnshaw y col., 1999), tunicados (Sakata y col., 2007), equinodermos (Robertson y 
col., 2006) y anélidos (secuencias no publicadas disponibles en GenBank cuyo número 
de acceso es: FJ890021.1). El dominio DED estuvo ausente en la oreja de mar (Haliotis 
diversicolor) (Huang y col., 2010) y en el langostino (Marsupenaeus japonicus) (Wang 
y col., 2008).  
Después de analizar los patrones de expresión de las caspasas en tejidos de 
mejillón, se podría concluir que la cinética de expresión de estos genes va acorde con 
la fisiología y función de cada órgano. La glándula digestiva mostró valores de 
expresión extremadamente altos para cada una de las caspasas, alcanzando niveles 
por encima de las 106 veces sobre el valor de expresión registrado en músculo. El 
proceso apoptótico en la glándula digestiva podría ser bastante importante dado que 
este órgano constituye la primera entrada potencial de patógenos y ello está 
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correlacionado con una alta prevalencia de parásitos. Por ejemplo, el copépodo 
Mytilicola intestinalis registró un porcentaje de prevalencia de casi el 83% en 
poblaciones de mejillón. Este parásito daña el epitelio intestinal de los mejillones 
infectados (Figueras y col., 1991); por eso, el proceso apoptótico se presenta como un 
mecanismo importante para la eliminación de las células dañadas y mantenimiento de 
la integridad estructural del epitelio digestivo. También se observaron elevados valores 
de expresión de caspasas en branquias, donde la apoptosis podría tener un papel 
similar al descrito en el tracto digestivo. Las branquias están expuestas a condiciones 
ambientales y contaminantes, por lo que también se ven afectadas por parásitos 
(Figueras y col., 1991; Villalba y col., 1997; Canestri y col., 1998), los cuales pueden 
causar reacciones patológicas en este tejido como la desorganización de los filamentos 
branquiales que conlleva a una reducción de la capacidad de alimentación del mejillón 
(Robledo y col., 1994). La expresión de las caspasas en hemocitos fue también alta, tal 
y como describieron previamente varios autores (Terahara y Takahashi, 2008; 
Sokolova, 2009). Esta respuesta no es sorprendente dado que los hemocitos son las 
células inmunes de los bivalvos y la apoptosis ha sido descrita como un mecanismo de 
defensa del hospedador contra los parásitos, virus y patógenos bacterianos (Koyama y 
col., 2003; DeLeo, 2004; Terahara y Takahashi, 2008). Los otros tejidos: músculo, 
manto, gónadas y pie, registraron valores de expresión medios o bajos.  
Con el objetivo de comprender los mecanismos de regulación de las caspasas, 
se expusieron hemocitos de mejillón a diferentes estímulos y el nivel de apoptosis se 
evaluó mediante microscopía, citometría de flujo y técnicas de PCR cuantitativa. Se 
empleó un tratamiento con UV para inducir el mecanismo intrínseco de apoptosis, 
durante 45 minutos. Se sabe que el UV activa el mecanismo estrés kinasa (JNK, 
MAPK), induce daño a la mitocondria y al ADN y en consecuencia, desencadena la 
apoptosis mediada por caspasas, en una gran variedad de cultivos celulares (Wolbers y 
col., 2004). Las observaciones microscópicas revelaron que los hemocitos afectados 
sufren cambios morfológicos y fisiológicos tales como el encogimiento celular, la 
condensación de la cromatina y la formación de cuerpos apoptóticos constituidos por 
citoplasma unido a la membrana, fragmentos nucleares y orgánulos similares a 
aquellos ampliamente descritos por Kerr y colaboradores (1972). En base a las 
poblaciones de hemocitos descritas por García-García y col. (2008), se analizaron los 
niveles de apoptosis por citometría de flujo en las regiones R1 (granulocitos) y R2 
(hialinocitos). A pesar de que las dos poblaciones fueron susceptibles al tratamiento 
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con luz ultravioleta, los daños inducidos en la población de hialinocitos fueron 
detectados con anterioridad (0h post-tratamiento) a los daños inducidos en la 
población de granulocitos (24 horas post-tratamiento). Podría ser que los gránulos 
citoplasmáticos de los granulocitos tuviesen algún efecto protector contra la radiación 
ultravioleta, de manera similar a un fenómeno descrito en los melanocitos de la piel 
humana (Prota, 1994). En las caspasas iniciadoras, los resultados de PCR cuantitativa 
mostraron altos valores de expresión en todos los puntos de muestreo para la caspasa 
8. A pesar de que esta caspasa está implicada principalmente en la iniciación de la 
apoptosis por el mecanismo extrínseco (Boatright y Salvesen, 2003; Ho y Hawkins, 
2005), el resultado obtenido fue el esperado dado que también se ha descrito la 
participación de este gen en el mecanismo intrínseco apoptótico a través de la rotura 
del dominio de muerte agonista interactuador de la proteína BH3-only, BID (Luo y col., 
1998). Se detectaron bajos niveles de caspasa 2 a 0, 1 y 24 horas post-tratamiento, 
con niveles de expresión más elevados a las 3h y 6h post-tratamiento. Se sabe que la 
caspasa 2 puede ejercer un papel funcional al inicio de la cascada apoptótica en la 
permeabilización de la mitocondria tras la exposición a la radiación ultravioleta. Estaría 
también implicada en la translocación del gen Bax hacia la mitocondria y en la 
posterior liberación del citocromo C y la molécula Smac/DIABLO (Zhivotovsky y 
Orrenius, 2005). La caspasa 2 de mejillón podría poseer una función diferente a la 
forma truncada de esta misma caspasa bien induciendo (2L) o suprimiendo (2S) la 
muerte celular (Wang y col., 1994). Los resultados muestran como la caspasa 2 de 
mejillón es regulada por UV pero a la vista de los patrones de expresión obtenidos en 
este trabajo, no se podría concluir si posee un papel inductor o supresor. En lo que a 
las caspasas ejecutoras se refiere, éstas estuvieron siempre reguladas de manera 
negativa. Las caspasas 3/7-3 y 3/7-4 mostraron un pico máximo de expresión después 
de 1h y 3h post-estimulación, respectivamente. La cinética observada podría reflejar 
una activación secuencial de estas dos formas. Por otra parte, una infección bacteriana 
podría desencadenar la apoptosis mediante la modulación de la expresión de las 
caspasas. Esta respuesta ha sido descrita en la gran mayoría de organismos 
vertebrados, desde mamíferos (Lancellotti y col., 2006; Reis y col., 2007) hasta 
invertebrados: Haliotis diversicolor (Huang y col., 2010) y Litopenaeus vannamei 
(Chang y col., 2008).  
La estimulación de los hemocitos con LPS, LTA y CPGs indujo una regulación 
positiva de ambas caspasas iniciadoras (2 y 8) y ejecutoras (3/7-1 y 3/7-2). Esta 
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respuesta se ha observado previamente en moluscos, con una regulación positiva del 
gen caspasa 8 en oreja de mar (H. diversicolor) tras una infección bacteriana llevada a 
cabo bajo condiciones experimentales (Wang y col., 2008; Huang y col., 2010) y en 
crustáceos (L. vannamei), con un aumento de la expresión de la caspasa 3 después de 
una infección con Vibrio alginolyticus (Chang y col., 2008). Es interesante señalar que 
hubo una regulación negativa en la caspasa 3/7-3 a las 3 horas post-tratamiento y que 
no se detectó ningún cambio importante en los niveles de expresión de la caspasa 3/7-
4. Esto apoya la idea de que las diferentes caspasas ejecutoras podrían responder a 
diferentes estímulos, los cuales estarían relacionados con la afinidad por el sustrato 
basado en su estructura específica, ya mencionada anteriormente.  
La modulación de la expresión de las caspasas por infecciones virales ha sido 
confirmada en humanos (Best y Bloom, 2004) pero también en algunas especies de 
invertebrados como lepidópteros, coleópteros (Williams y col., 2009) y en el langostino 
marino M. japonicus. En esta especie, la infección por el virus de la mancha blanca, 
indujo una regulación positiva significativa de las caspasas 3 y 8 (Wang y col., 2008). 
El tratamiento de los hemocitos de mejillón con poly I:C indujo una disminución en los 
niveles de expresión de las caspasas iniciadoras (2 y 8) y también en las caspasas 
ejecutoras 3/7-3 y 3/7-4. Las otras caspasas ejecutoras (caspasa 3/7-1 y caspasa 3/7-
2) fueron reguladas de manera positiva, con el mayor efecto después de las 3h post-
tratamiento. Estos resultados podrían sugerir una especialización de la caspasa 3/7-1 y 
3/7-2 en la respuesta inmune del mejillón contra virus.  
Los resultados obtenidos en hemocitos de mejillón tratados con zimosán, 
sugieren que la apoptosis podría estar implicada en la protección inmune contra 
infecciones de levaduras, de manera similar a lo que ocurre en episodios de hongos 
patógenos en humanos (Allen y Deepe, 2005). Se han encontrado diferencias en los 
patrones de expresión de las caspasa iniciadoras y ejecutoras contra varios PAMPs, 
tanto entre ambos grupos como dentro de cada uno de ellos. Sin embargo, tomando 
en conjunto todos los resultados podemos concluir que parecen existir respuestas 
específicas de caspasas a bacterias y patógenos virales.  
Se ha descrito que los contaminantes poseen varios efectos sobre el sistema 
inmune de moluscos, induciendo inmunosupresión (Wootton y col., 2003) y activando 
diferentes mecanismos celulares como la apoptosis (Baier-Anderson y Anderson, 2000; 
Gagnaire y col., 2006). Los resultados obtenidos en el análisis de expresión génica en 
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hemocitos expuestos a contaminantes, mostraron un efecto pleiotrópico de los 
tratamientos. Mientras que el benzopireno indujo una regulación negativa de todas las 
caspasas reflejando un efecto inmunosupresor, los tratamientos con fenantreno y PCBs 
parecen haber inducido el proceso apoptótico a través de la regulación positiva de 
todas las caspasas. Los resultados de este experimento se correlacionan con trabajos 
previos a pesar de que la magnitud de la respuesta fue dependiente de la dosis y el 
tiempo de exposición a los contaminantes (Baier-Anderson y Anderson, 2000; Wootton 
y col., 2003; Gagnaire y col., 2006).  
En base a los resultados obtenidos y expuestos en el presente capítulo, se 
sugiere que el proceso apoptótico en moluscos bivalvos podría estar controlado a 
través de la regulación positiva y negativa de los genes caspasa. Sin embargo, con los 
datos que aquí se presentan, no se puede pasar por alto la dificultad de distinguir 
entre el porcentaje de mortalidad producido por muerte celular programada y la 
mortalidad ocasionada por procesos no apoptóticos. La apoptosis aquí descrita posee 
una complejidad similar a la de vertebrados, pero también reúne características únicas 
que podrían guardar relación con requerimientos específicos impuestos por la 
naturaleza sedentaria típica de los moluscos y su respuesta inmunológica 
desencadenada por las exposiciones reiterativas, a cambios ambientales, 
contaminantes y patógenos.  
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CAPÍTULO III 
IDENTIFICACIÓN DE GENES IMPLICADOS EN 
EL MECANISMO APOPTÓTICO MITOCONDRIAL 
EN Mytilus galloprovincialis  
 
 
 
 
 III.1 INTRODUCCIÓN  
Los moluscos se distribuyen a lo largo de una gran variedad de hábitats 
distintos tales como ambientes marinos, de agua salobre, de agua dulce o incluso 
terrestres; donde desempeñan papeles de vital importancia. En los últimos años, la 
presencia de contaminantes en los ecosistemas marinos ha aumentado notablemente 
hasta alcanzar niveles preocupantes (Borja y col., 2008) debido a la acción que sobre 
ellos ejercen las actividades de origen antropogénico. Los moluscos bivalvos están 
continuamente expuestos a parámetros ambientales los cuales imponen condiciones 
estrictas a veces incompatibles con la vida de estos organismos. El éxito ecológico de 
los moluscos bivalvos, como la especie Mytilus galloprovincialis, se basa en su 
capacidad para modificar las funciones fisiológicas y en consecuencia afrontar los 
cambios ambientales a los que se ven sometidos. Es por ello que las respuestas 
biológicas de estos y otros invertebrados marinos, han sido empleadas para analizar el 
impacto de los contaminantes en los ecosistemas (Everaarts y Sarkar, 1996; 
Fernández-Tajes y col., 2011).  
La apoptosis es uno de los mecanimos más importantes implicados en procesos 
de adaptación al estrés ambiental y ecológico (LeGrand, 1997). Diferentes parámetros 
como las altas temperaturas, los cambios en la salinidad o la presencia de 
contaminantes inducen apoptosis en las células de moluscos a través del mecanismo 
intrínseco o mitocondrial (Bettaieb y Averill-Bates, 2005; Goedken y col., 2005; 
Baršienė y col., 2008).  
La radiación ultravioleta posee varias propiedades que combinadas hacen de 
ella un potente estresante ambiental para los organismos que están expuestos a la luz 
del sol como los organismos marinos. El aumento de la exposición a este tipo de 
radiación puede alterar la composición de las comunidades marinas, distribución de 
tamaños así como su productividad (Häder y col., 2007). A nivel molecular, la radiación 
ultravioleta puede inducir daño a los lípidos, proteínas y ADN, dando lugar a una gran 
variedad de efectos sub-letales y letales (Dahms y Lee, 2010). La luz ultravioleta (UV) 
es un agente exógeno potente capaz de inducir daño oxidativo al ADN, a través de la 
generación de altos niveles de especies de oxígeno reactivas (ROS) (Pelicano y col., 
2004), afectando a su integridad y en consecuencia dando lugar a que se fragmente. 
La evaluación de la integridad del ADN es una medida que depende del proceso 
apoptótico (Nagata, 2000) y de manera frecuente, su análisis se ha llevado a cabo 
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 utilizando técnicas de electroforesis (Gong y col., 1994) o ensayos Comet (Mitchelmore 
y Chipman, 1998). Sin embargo estos ensayos necesitan grandes números de células 
apoptóticas y son relativamente insensibles a la detección de niveles bajos de 
apoptosis (Singh, 2000). Por otra parte, la producción de ROS es una respuesta común 
a cambios ambientales en muchos invertebrados marinos como los moluscos bivalvos, 
y que pueden ser responsables de la inducción de apoptosis en las células de estos 
animales (Auffret y Oubella, 1997; Terahara y Takahashi, 2008). Aún así, ningún 
estudio ha demostrado todavía si el UV puede desencadenar la producción de ROS en 
bivalvos y tampoco cual es la implicación de éste en la inducción de la apoptosis celular 
en moluscos (Terahara y Takahashi, 2008). Cabe destacar que el reciente aumento de 
datos genómicos y proteómicos en varias especies como el género Mytilus ha revelado 
la existencia de muchos genes nuevos y secuencias proteicas que poseen un potencial 
como biomarcadores de contaminación (Snape y col., 2004; Apraiz y col., 2006; 
Bjørnstad y col., 2006; Dondero y col., 2006; Venier y col., 2006; Sánchez y col., 2011; 
Campos y col., 2012). Sin embargo, la mayoría de genes que poseen un papel clave en 
el proceso apoptótico mitocondrial no han sido descritos en moluscos (Terahara y 
Takahashi, 2008; Sokolova, 2009).  
En los últimos años se ha confirmado la implicación de la familia de proteínas 
Bcl-2 en la regulación del mecanismo apoptótico mitocondrial en mamíferos (Ekert y 
Vaux, 2005). La proteína B-cell lymphoma 2 (Bcl2) fue el primer ejemplo de oncogen 
capaz de inhibir la muerte celular y no producir proliferación. En el año 1988, Vaux 
demostró que las células β transfectadas con Bcl2 eran más resistentes a la apoptosis 
inducida por la retirada de la interleuquina 3 (IL-3). Por primera vez, se demostraba 
que el mecanismo que conducía a la generación de tumores dependía no sólo de la 
capacidad para escapar del control del crecimiento sino también de la capacidad para 
prevenir la apoptosis (Vaux, 1988). A principios del año 2000, hubo una gran 
controversia acerca del papel de la familia Bcl-2 en el control de la apoptosis. Mientras 
que una teoría defendía que los miembros de esta familia controlaban directamente la 
activación de las caspasas (Strasser, 2000), otra apoyaba la idea de que estos genes 
podían, principalmente, actuar como guardianes de la integridad mitocondrial (Wang, 
2001). En el año 2002, Cory y Adams confirmaron que la función central de los 
miembros de la familia Bcl-2 de mamíferos era la de velar por la integridad de la 
mitocondria y controlar la liberación de las proteínas mitocondriales hacia el 
citoplasma. A nivel estructural, esta familia de proteínas está caracterizada por la 
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 presencia de motivos constituidos por secuencias conservadas y conocidos como 
dominios de homología Bcl-2. La familia de proteínas Bcl-2 se puede subdividir en tres 
subclases atendiendo a una serie de criterios. En base a la influencia que ejercen sobre 
el proceso apoptótico (Figura 1) se distinguen genes pro-apoptóticos como aquellos 
que promueven la permeabilización mitocondrial; y genes anti-apoptóticos, aquellos 
que inhiben la apoptosis por heterodimerización a través de las proteínas pro-
apoptóticas. Según el número de regiones BH de la secuencia proteica homólogas a la 
proteína anti-apoptótica Bcl2 (Circu y Aw, 2008), se distinguen tres grupos (Figura 1):  
 
Figura 1. Clasificación de la familia de proteínas Bcl-2 
 
- Proteínas pro-apoptóticas tipo Bax: Son proteínas multiregión responsables de la 
permeabilización de la membrana mitocondrial más externa (MOMP) y efectoras de la 
apoptosis. Se cree que aquellas células que carecen de la proteína Bax (Bcl-2 
associated X) y Bak (Bcl-2 homologous antagonist killer) no sufren MOMP y apoptosis 
en respuesta a estímulos de muerte (Wei y col., 2001). Bax es un monómero citosólico 
Efecto sobre la apoptosis Número de regiones BH 
PROTEÍNAS PRO-APOPTÓTICAS 
Proteínas tipo Bax  
Dominios BH1, BH2 y BH3  
Bax, Bak y Bok/Mtd 
Proteínas BH3-only 
Dominio corto único BH3 
Bid, Bim/Bod, Bad, Bmf, Bik/Nbk, BIk, 
Noxa, Puma/Bbc3 y Hrk/DP5 
PROTEÍNAS ANTI-APOPTÓTICAS 
Proteínas Bcl-2 
Dominios BH1-BH4 
Bcl2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y A1/Bfl-1 
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 en células viables pero durante la apoptosis cambia su conformación, se integra en la 
membrana interna mitocondrial y sufre oligomerización (Nechushtan, 2001). Aunque 
también existe controversia acerca del papel de Bax y Bak, se cree que ambos genes 
contribuyen a la permeabilización de la membrana externa mitocondrial mediante la 
formación de canales (Antonsson y col., 2000) e interacción con componentes del poro 
de transición de permeabilidad mitocondrial (MPT) como el canal anión dependiente 
del voltaje (VDAC) (Tsujimoto, 2000). Por otra parte, los miembros Bcl-2 anti-
apoptóticos secuestran a los miembros pro-apoptóticos mediante la unión a sus 
dominios BH3, evitando así la activación/oligomerización del Bax o Bak y en 
consecuencia inhibiendo los eventos pro-apoptóticos mitocondriales. La activación del 
Bax resulta de un proceso constituido por varios pasos altamente regulados, y que 
implican su translocación desde el citosol a la membrana externa mitocondrial donde 
se inserta y oligomeriza.  
- Proteínas pro-apoptóticas BH3-only: Son aquellas proteínas que solamente poseen 
una secuencia homóloga en la región BH3 y por ello se las denomina BH3-only. Estas 
proteínas integran y transmiten las señales de muerte procedentes de procesos 
celulares defectuosos, a otros miembros de la familia Bcl-2. Algunas proteínas de este 
grupo (Bid, Bim y Puma) reciben el nombre de proteínas activadoras BH3-only, ya que 
inducen directamente la MOMP dependiente del Bax y Bak (Kim y col., 2006). A través 
de su dominio BH3, las BH3-only regulan a otras proteínas anti-apoptóticas, como el 
Bcl2 y Bcl-xL para inhibir su función y/o interactuar directamente con las proteínas 
multidominio Bax o Bak y estimular su actividad (Cory y Adams, 2002; Mund, 2003). 
Otras proteínas de este grupo, se denominan “sensibilizadoras” (Bad, Noxa, Bmf, Hrk) 
puesto que promueven la apoptosis por unión a las proteínas anti-apoptóticas 
induciendo la liberación de otras BH3-only activadoras (Letai y col., 2002; Certo y col., 
2006) o el Bax/Bak activado (Willis y col., 2005; Uren y col., 2007; Billen y col., 2009). 
Si bien se han encontrado en moluscos algunas proteínas como la ITM2Bs (Moreira y 
col., 2012b) que podrían guardar relación con moléculas homólogas a las BH3-only de 
mamíferos (Fleischer y col., 2002; Fleischer y Rebollo, 2004), la presencia de éstas en 
invertebrados no está clara y cuanto menos en moluscos bivalvos. Dado que solo 
existen dos trabajos que versan sobre el gen ITM2Bs, y ambos se centran en 
vertebrados, se necesitaría profundizar mucho más en su estudio y comprobar si este 
gen podría desempeñar una función similar al Bid en invertebrados (Fleischer y col., 
2002; Fleischer y Rebollo, 2004).  
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 - Proteínas anti-apoptóticas tipo Bcl-2: Poseen varios dominios (BH1-4). Este grupo 
incluye las proteínas Bcl2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y A1/Bfl-1. Las proteínas Bcl2 y Bcl-xL 
inhiben al Bax y Bak, proteínas esenciales para inducir la MOMP y la liberación del 
citocromo C. El Bcl2 y el Bcl-xL inhiben potencialmente la apoptosis en respuesta a 
diversas alteraciones citotóxicas, entre otras, mediante la supresión de la generación 
de ROS, estabilizando el Δψ, previniendo el MPT y en consecuencia bloqueando la 
liberación del citocromo C (Reed, 1998). La apoptosis también está regulada por varios 
elementos y en particular, por la familia de polipéptidos homólogos al Bcl2 que juega 
un importante papel en este proceso. Entre las proteínas de esta familia, el Bcl-x está 
localizado de manera predominante en las membranas mitocondriales. Este gen posee 
tres formas de transcripción alternativas: Bcl-xL(α), Bcl-x(β) y Bcl-xS(γ) (Boise y col., 
1993; González-García y col., 1994). La forma (α) suprimiría la muerte celular mientras 
que la forma (γ) induciría el proceso apoptótico, formando dímeros con Bcl-xL o Bcl2, 
neutralizando las actividades de estas proteínas anti-apoptóticas y por tanto, 
facilitando la apoptosis (Boise y col., 1993; Fang y col., 1994; Minn y col., 1996). 
González-García y colaboradores (1994) encontraron la forma Bcl-x(β) en ratón la cual 
podría tratarse de una proteína soluble intracelular que bloquearía la muerte celular. A 
pesar de que el Bcl-xS fue una de las primeras proteínas pro-apoptóticas aisladas, se 
sabe muy poco de su mecanismo de acción y papel en la muerte celular fisiológica. 
Existen varios estudios previos que confirman que esta proteína podría estar implicada 
en procesos de apoptosis (Heermeier y col., 1996; Dixon y col., 1997; Igase y col., 
1999). Châtel y col. (2011) indujeron la expresión de un gen homólogo a Bcl-xS tras la 
exposición de hemocitos de mejillón mediterráneo a agua oxigenada (H2O2) y los 
agentes genotóxicos tributiltin (TBT) y gasoil; mediante la activación diferencial del 
mecanismo MAPK seguido de la activación de la caspasa 3. Otros autores han 
confirmado que la forma anti-apoptótica (a) Bcl-xL, podría regular la liberación del 
citocromo C conduciendo así al desencadenamiento de la apoptosis (Shimizu y col., 
1999). Cabe también destacar la reciente aparición en la ostra C.gigas de una 
secuencia asociada al Bcl2, el gen Bag. Se trata de un gen anti-apoptótico con 
capacidad para modular las HSPs 70 y restablecer la función del DJ1, un gen con 
función neuroprotectora contra la aparición del Parkinson en humanos (Chen, 2012; 
Zhang y col., 2012). 
Poco se sabe de esta familia de genes en moluscos y a fecha de hoy, no existe 
ninguna descripción formal de esta familia de proteínas a pesar de que una secuencia 
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 completa de un homólogo de Bcl2 de la ostra del Pacífico (Crassostrea gigas) está 
disponible en la base de datos GenBank. En mamíferos, se han descrito más de treinta 
genes pertenecientes a la familia Bcl-2 (Borner, 2003). En invertebrados, se ha descrito 
el gen CED-9, un homólogo del Bcl2 de humano, en el nematodo Caenorhabditis 
elegans mientras que en Drosophila, se han identificado dos genes: el Debcl y Buffy. El 
análisis del genoma de Hydra magnipapillata permitió la identificación de siete 
proteínas anti-apoptóticas tipo Bcl2, cuatro proteínas BH3-only y dos proteínas con 
dominios tipo Bak (Lasi y col., 2010a). En erizo de mar (Strongylocentrotus 
purpuratus) se han encontrado diez secuencias con dominios homólogos al Bcl2. 
(Wiens y col., 2001; Robertson y col., 2006; Lasi y col., 2010a; Lee y col., 2011).  
Otra proteína anti-apoptótica reguladora de la familia de proteínas Bcl-2 es el 
inhibidor de Bax 1 (BI-1) (Xu y Reed, 1998). Esta proteína multifuncional, además de 
controlar la apoptosis mitocondrial, interactúa físicamente con las proteínas Bcl2 y Bcl-
xL en la membrana del retículo endoplasmático (ER), y al igual que éstas se le ha 
asociado con la homeostasis intracelular dependiente de calcio (Kim y col., 2009). El 
BI-1 pertenece a una familia de seis genes (TMBIM1-6) que contienen el motivo 
transmembrana inhibidor de Bax. El BI-1 es una proteína altamente conservada a lo 
largo de la evolución. Existen homólogos en una gran variedad de organismos, desde 
bacterias hasta plantas (Henke y col., 2011). El BI-1 fue identificado y caracterizado 
por primera vez en un screen de proteínas de humano por ser capaz de inhibir la 
muerte celular mediada por el gen pro-apoptótico Bax en levaduras (Xu y Reed, 1998). 
Desde entonces, varios grupos de investigación han centrado sus esfuerzos en 
investigar el efecto del BI-1 en la muerte celular en varios organismos vertebrados e 
invertebrados modelo sin embargo, no existe información alguna en relación a 
moluscos marinos (Lasi y col., 2010b; Henke y col., 2011; Lee y col., 2011)  
Los p53s son una familia bien caracterizada de reguladores transcripcionales, 
que actúan para promover la expresión de genes controlando los procesos de 
modificación del ADN y reparación, carcinogénesis y apoptosis. El gen p53 fue 
descubierto por primera vez en 1979 (DeLeo y col., 1979; Lane y Crawford, 1979; 
Linzer y Levine, 1979; Muttray y col., 2005) y desde entonces, muchos estudios han 
ilustrado su importancia y prueba de ello son las diferentes acepciones que ha recibido 
tales como “el guardián del genoma” o el “centro de la red” (Vogelstein y col., 2000) 
dada su implicación en las redes moleculares que deciden el destino de la vida y la 
muerte celular. Asimismo, se ha demostrado que el p53 sufre mutación o inactivación 
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 en más del 50% de los cánceres humanos (O’Brate y Giannakakou, 2003). Este gen 
media el proceso apoptótico mitocondrial bien a través de la translación hacia el 
núcleo, donde regula la transcripción de genes pro-apoptóticos, o mediante su 
transferencia hacia la mitocondria donde inactiva proteínas anti-apoptóticas de la 
familia Bcl-2 (Böttger y col., 2008), modulando la expresión del Bcl2, Bcl-xL y Bcl-xS 
(Chiu y col., 2003; Banni y col., 2009). Las funciones de las proteínas homólogas a 
este gen se han investigado en tan sólo unos pocos invertebrados (moscas, nematodos 
y recientemente una anémona de mar) (Walker y col., 2011). El primer gen 
identificado como p53 en un molusco correspondió al calamar Loligo forbesi (Ishioka y 
col., 1995). Posteriormente se comprobó, que esa secuencia poseía una mayor 
similitud con p63/p73, homólogos muy próximos al p53. En lo que a bivalvos se refiere, 
Kelley y col. (2001) aislaron un p53 de la almeja Mya arenaria. Al año siguiente, 
Jessen-Eller y col. (2002) obtuvieron un homólogo de este gen en Spisula solidissima. 
En el año 2005, Muttray y colaboradores identificaron otros dos p53 en las especies de 
mejillón Mytilus edulis y Mytilus trossulus (Muttray y col., 2005) mientras que Farcy y 
colaboradores (2008) caracterizaron un homólogo de este gen en la ostra japonesa 
(C.gigas). Debido a su papel central en la regulación del ciclo celular y en la respuesta 
al estrés celular, los miembros de la familia p53 han sido propuestos como marcadores 
de estrés celular en el mejillón (St.-Jean y col., 2005).  
El p53 participa en la cascada apoptótica activando y regulando genes 
localizados al final de la red apoptótica y los mecanismos que median este proceso han 
sido extensamente investigados en humanos. Uno de los genes modulados por el p53 
es el gen regulador del daño al ADN y p53 (PDRP) (Luo y col., 2003). Se ha visto que 
la luz UV regula de manera positiva la expresión de este gen pero sin embargo, ésta se 
ve afectada de manera negativa por el p53. El PDRP ha sido muy poco estudiado; 
hasta la fecha, tan sólo se han publicado dos trabajos que caracterizan este gen en 
mamíferos (Luo y col., 2003; Jiang y col., 2011) y en invertebrados no hay referencias 
previas.  
Uno de los cambios morfológicos que experimentan las células que sufren 
apoptosis es la fragmentación del ADN. El factor de fragmentación del ADN o DFF, 
juega un papel crítico en la apoptosis dependiente de caspasas y, estructuralmente 
esta proteína heterodimérica está compuesta por dos subunidades: una de 40 
kilodaltons (kDa) (DFF40 o CAD) que posee la capacidad de fragmentar el ADN, y otra 
de 45kDa (DFF45), también conocida como inhibidor de CAD (ICAD), su inhibidor (Liu 
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 y col., 1997). En estado normal, el DFF45 inhibe la actividad de la fragmentación del 
ADN uniéndose al DFF40. Una vez iniciada la señal de muerte, el DFF45, pero no el 
DFF40, actúa de sustrato de la caspasa 3 activa, rompiéndose en tres fragmentos 
proteolíticos y liberando el DFF40 el cual ejecuta la fragmentación del ADN. Inohara y 
colaboradores, descubrieron en el año 1998, nuevos miembros pertenecientes al 
sistema DFF, como las proteínas de la familia CIDE (proteínas efectoras tipo DFF45 
inductoras de muerte). Un análisis sobre el proceso evolutivo de las proteínas de la 
familia DFF, ha revelado la existencia de ortólogos de este gen en organismos 
inferiores como la anémona de mar, sugiriendo que la fragmentación del ADN en la 
apoptosis es un proceso que se ha conservado a lo largo de la evolución (Eckhart y 
col., 2007). No existe ninguna referencia sobre la caracterización de esta familia de 
proteínas en moluscos.  
El uso de moduladores apoptóticos, con capacidad pro y anti-apoptótica, 
permite estudiar la implicación de las diferentes rutas de señalización en la maquinaria 
de destrucción celular programada. El N-acetil-L-cisteína (NAC) es un thiol, agente 
mucolítico y precursor de la L-cisteína y glutatión. El NAC es una fuente celular de 
grupos sulfhidrilo y quelante de radicales libres dado que interactúa con las especies 
de oxígeno reactivas (Aruoma y col., 1989). El NAC es muy conocido por su actividad 
antioxidante y de manera frecuente se emplea para estimar la contribución del ROS al 
proceso apoptótico inducido por varios estímulos (Kulms y col., 2002; Risso-de 
Faverney, 2004). Numerosos estudios llevados a cabo en varios tipos celulares 
confirmaron la capacidad anti-apoptótica de este compuesto (Abello y col., 1994; Galle 
y col., 1999; Martin y col., 2000) pero sin embargo, se ha desatado gran controversia 
puesto que en varios trabajos se comprobó como los efectos del NAC eran totalmente 
opuestos y se observó una capacidad promotora de la apoptosis para este compuesto 
(Tsai y col., 1996; Chang y col., 1999; Rieber y Rieber, 2003) sugiriendo que el efecto 
del NAC podría ser dosis-dependiente (Zafarullah y col., 2003). Otro antioxidante 
conocido es el pirrolidin ditiocarbamato (PDTC). Al igual que el NAC, este  compuesto 
contiene grupos thiol y se ha sugerido que podría inhibir de manera específica la 
inducción del NF-κB (Li y col., 2006). El PDTC también posee la capacidad de actuar 
como agente pro y anti-apoptótico en diferentes tipos celulares (Tsai y col., 1996; 
Ozaki y col., 1997; Saeij y col., 2003). Varios autores han demostrado que el PDTC 
puede afectar a la liberación del citocromo C inducida por UV y por tanto alterar la 
producción de apoptosis (Kulms y col., 2002). 
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 El inhibidor reversible 1-(4-metilfenil)-2-(4,5,6,7-tetrahidro-2-imino-3(2H)-
benzotiazolil)etanona-monohidrobromido (PFT-α) posee la capacidad de suprimir la 
apoptosis mediada por el p53 y la transcripción de genes dependientes de dicho gen. 
La confirmación mediante varios estudios llevados a cabo tanto in vitro como in vivo, 
de que el PFT-α protegía diferentes tipos celulares de la apoptosis dependiente del p53 
inducida por una variedad de estímulos, llevó a que este compuesto fuese considerado 
como un inhibidor específico. Ello dio lugar a que sea usado con frecuencia en estudios 
cuyo cometido sea distinguir entre sistemas apoptóticos dependientes e 
independientes del p53 (Komarov y col., 1999; Gudkov y Komarova, 2003; Sohn y col., 
2009).  
La ciclosporina A (CsA) es un estabilizador de la membrana celular que bloquea 
la formación del MPT e inhibe la apoptosis (Zhang y col., 2008). El tratamiento con CsA 
está asociado con un efecto inmunosupresor, bien mediante la unión a la proteína 
citosólica ciclofilina-A (CyP-A) conformando un complejo CyP-A-CsA inhibitorio de la 
calcineurina (fosfatasa clave para la activación de las células T) (Liu y col., 1991) o con 
la promoción de la supervivencia celular a través de su unión a otra ciclofilina, la D 
(CyP-D), esencial para la formación del MPT (Fournier y col., 1987). En este caso, 
también parece ser que el efecto de este compuesto podría ser dosis-dependiente 
(Elimadi y col., 1997; Lopes y col., 2003; Bustamante y col., 2004).  
Robert Smith diseñó el compuesto N-benziloxicarbonil-Val-Ala-Asp (O-Me) 
fluorometil ketona (Z-VAD-FMK), un inhibidor de caspasas clave para los estudios de 
apoptosis y que supone una herramienta de gran interés en investigación (Van 
Noorden, 2001). Se trata de un reactivo no selectivo e inhibidor de caspasas cuya 
actividad ha sido demostrada en mamíferos, Drosophila y ostra (C. gigas) (Pronk y col., 
1996; Bose y col., 1998; Lacoste y col., 2002).  
Con el fin de caracterizar la apoptosis mitocondrial en moluscos bivalvos, y más 
concretamente en M. galloprovincialis así como desarrollar nuevas herramientas para 
estimar la respuesta de organismos marinos a agentes genotóxicos, en el presente 
capítulo se describen seis nuevos genes asociados con el mecanismo apoptótico 
intrínseco. Se evalúa la modulación del proceso apoptótico mediante el uso de 
compuestos inhibidores selectivos, y se estudia la expresión de los nuevos genes 
caracterizados a través de PCR cuantitativa tras el tratamiento con UV con o sin los 
diferentes moduladores apoptóticos.  
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 III.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
III.2.1 ANIMALES DE ESTUDIO 
Se obtuvieron ejemplares de mejillones adultos (M. galloprovincialis) en una 
planta comercial de depuración de moluscos bivalvos situada en la Ria de Vigo. Los 
animales se mantuvieron en acuarios en circuito abierto con agua de mar filtrada y 
aireación, a una temperatura de 15ºC. Los mejillones se alimentaron cada día con una 
dieta a base de: Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica y Skeletonema costatum. Los 
bivalvos se aclimataron durante una semana antes de iniciar los experimentos.  
III.2.2 SELECCIÓN DE SECUENCIAS Y AMPLIFICACIÓN POR 
TÉCNICA RACE 
Se seleccionaron cinco secuencias con alta homología a proteínas implicadas en 
la apoptosis mitocondrial, y una secuencia homóloga a una proteína relacionada con el 
proceso de fragmentación del ADN, a partir de la base de datos MytiBase (Venier y col. 
2009). Las secuencias seleccionadas así como sus números de identificación 
correspondientes (IDs) se indican en la Tabla 1.  
Tabla 1. Relación de secuencias 
seleccionadas de la base de datos 
Mytibase 
 
Aquellas secuencias que estaban 
incompletas se finalizaron 
mediante la técnica de 
amplificación RACE, siguiendo el 
protocolo empleado en los 
anteriores capítulos. El software 
Primer3 (v. 0.4.0) (Rozen y 
Skaletsky, 2000) se utilizó para 
diseñar los cebadores RACE 
(Tabla 2). 
Secuencia ID 
p53 tumor suppressor-like protein (p53) MGC02732 
Proteína reguladora del daño al ADN y p53  
(PDRP) 
MGC08340 
Proteína X asociada al Bcl-2 (Bax) MGC09152 
Proteína Bcl2 (Bcl2) MGC03747 
Inhibidor de Bax 1 (BI-1) MGC00186 
Factor de fragmentación del ADN 45 (DffA) MGC03626 
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Tabla 2. Secuencias de 
cebadores empleadas en 
la amplificación RACE 
 
 
 
 
 
 
 
III.2.3 CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL Y FILOGENÉTICA  
Para obtener las secuencias consenso de nucleótidos y llevar a cabo la 
traducción y posterior comparación de las proteínas por homología, se emplearon las 
mismas herramientas bioinformáticas que las utilizadas en el capítulo II. Asimismo, se 
realizó la búsqueda de motivos conservados dentro de los marcos de lectura completos 
(ORF) mediante el programa SMART7 (Letunic y col., 2012) así como la base de datos 
PROSITE (Sigrist y col., 2010). Se determinaron las regiones transmembrana y las 
señales de retención de la membrana del ER a través de la web TMPred y el programa 
PSORT II, respectivamente (Horton y Nakai, 1997). Mediante el servidor 
PredictProtein, PredictNLS y NetNES 1.1, se obtuvieron los sitios de unión al ADN, las 
señales de localización nuclear (NLS) y las señales de exportación nuclear (NES) (Cokol 
y col., 2000; Rost y col., 2003; La Cour y col., 2004). Los alineamientos de las 
secuencias analizadas, con aquellas similares obtenidas a partir de la base de datos de 
GenBank, al igual que la construcción de los árboles filogenéticos, se realizó de manera 
similar y siguiendo la metodología empleada en el capítulo II.  
Nombre del cebador Secuencia del cebador 
p53-RACE 5´-2 GGGGAACCATGGATGACAGTTCCAA 
p53-RACE 5´-3 TTGGTGACCCATTCTGAGCCAGCTT 
p53-RACE3´-1 CACCAGGAGGCAAAAAGAGGAAAGCA 
p53_F1 GAATACTCTGGGAGAGGTCACAC 
p53_R1 TTCTGAGCCAGCTTGAGGTATC 
p53_F2 AATGTCACAAGCTTCAGTTTCAA 
p53_R2 TAAGGTGGGGGTGATGTGAT 
Bcl-2-RACE5´-1 CCACAAATCCTTGCCAACCACCGTTA 
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 III.2.4 INDUCCIÓN Y EVALUACIÓN DE LA APOPTOSIS EN 
HEMOCITOS DE MEJILLÓN   
Se indujo el proceso apoptótico en hemocitos de mejillón a través del 
tratamiento con UV siguiendo el mismo protocolo que en el capítulo II. En todos los 
experimentos realizados se incluyó un grupo control, no expuesto a UV. Se llevó a cabo 
la evaluación de la apoptosis en los hemocitos irradiados empleando un microscopio 
confocal y la técnica de citometría de flujo. Por una parte, se determinaron los cambios 
morfológicos del núcleo y la condensación de la cromatina en hemocitos tratados con 
UV. Para ello, se extrajeron 500µl de hemolinfa a partir de individuos de mejillón y se 
repartió en cámaras de contaje. Después, se expusieron las células a UV y a las 3h y 
24h post-irradiación, se tiñeron los hemocitos con el reactivo DAPI (Sigma-Aldrich Co. 
LLC.) previamente diluido en agua de mar filtrada (FSW) a una concentración de 
0,1ng/µl, y se procedió a evaluar los cambios apoptóticos empleando un microscopio 
confocal TSC SPE (Leica). Tras la exposición de los hemocitos al UV, se midieron los 
niveles apoptóticos empleando un citómetro de flujo siguiendo los mismos pasos que 
en el capítulo II. Se cuantificó el número de células apoptóticas y necróticas 
empleando los reactivos annexina V-FITC y 7-amino-actinomicina (7-AAD), 
respectivamente.  
III.2.5 IMPLICACIÓN DEL ROS EN LA APOPTOSIS INDUCIDA 
POR LUZ ULTRAVIOLETA EN HEMOCITOS DE MEJILLÓN 
III.2.5.1 EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD DE LOS 
ANTIOXIDANTES NAC Y PDTC 
Antes de llevar a cabo los ensayos de inducción de ROS en presencia y ausencia 
de los compuestos antioxidantes NAC y PDTC, se seleccionó la concentración de estos 
reactivos a partir de ensayos de toxicidad realizados con cuatro diluciones seriadas de 
cada compuesto a las siguientes concentraciones: 0,1mM, 1mM, 10mM y 100mM para 
el NAC y, 5µM, 50µM y 500µM para el PDTC. Se emplearon siete pooles de hemocitos 
extraidos de cuatro mejillones distintos. Después, la hemolinfa se transfirió a placas de 
96 pocillos (BD) que fueron incubadas durante 30 minutos a una temperatura de 15ºC 
con el fin de facilitar la adhesión celular. Una vez pasado el tiempo, se retiró el 
sobrenadante y las células se trataron con 100µl de cada uno de los antioxidantes 
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 durante una hora a 15ºC. Las muestras control se trataron con el mismo volumen de 
FSW. Tras el periodo de incubación, los sobrenadantes se descartaron y se añadió un 
volumen de 100µl de FSW a cada pocillo. Las placas se incubaron de nuevo a 15ºC y 
posteriormente, se evaluó la toxicidad de los tratamientos a tiempos de 3h y 24h post-
tratamiento por citometría de flujo. Las muestras se tiñeron con 2µl de 7-AAD (BD) y 
se dejaron durante 15 minutos en condiciones de oscuridad. Las placas fueron 
analizadas por citometría de flujo usando el software Cell Quest y la herramienta Plate 
Manager (BD Biosciences). El porcentaje de células no viables se registró en el canal 
FL-3.  
III.2.5.2 PRODUCCIÓN DE ROS EN PRESENCIA DE 
COMPUESTOS ANTIOXIDANTES  
Se llevaron a cabo tres experimentos para confirmar que el UV induce la 
producción de ROS en hemocitos de mejillón. Para cada experimento se emplearon 
ocho muestras independientes formadas cada una de ellas, por pooles de hemocitos 
procedentes de tres animales distintos. Posteriormente, se distribuyó la hemolinfa en 
placas de 24 pocillos (BD), y éstas se incubaron a 15ºC durante 30 minutos para 
favorecer la adhesión de las células al fondo de la placa. Después se lavaron con FSW 
y se trataron con UV durante 45 minutos. Asimismo, se incluyeron controles absolutos 
no irradiados y se mantuvieron en oscuridad. El resto de células se trató con un 
volumen de 1ml de dos compuestos antioxidantes: NAC y PDTC (Sigma-Aldrich), a 
concentraciones de 1mM y 50µM, respectivamente, durante una hora y previamente a 
la exposición de las células con UV. Inmediatamente después de la irradiación, se 
midió la producción de ROS empleando la sonda 2´, 7´-diclorofluoresceina-diacetato 
(DCFH-DA) (Molecular Probes) mediante citometría de flujo. Tras la exposición a UV, 
se eliminó el medio (FSW) y se añadió la sonda diluida 1:1000 (en 0,4% dimetil-
sulfóxido (DMSO) preparada en FSW). Las células se incubaron durante 10 minutos en 
hielo. Transcurrido este tiempo, los hemocitos se lavaron dos veces y se 
resuspendieron en PBS. La sonda DCFH-DA difundió hacia el citoplasma donde se 
bloqueó e hidrolizó a la 2´, 7´-diclorofluoresceina (DCFH). Tras la oxidación por la 
liberación de los radicales de oxígeno, la forma hidrolizada emitió fluorescencia y ésta 
fue detectada en el canal FL-1. Los hemocitos se lavaron dos veces y se 
resuspendieron en PBS. Se empleó el software Cell Quest (B&D) para determinar la 
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 media de la fluorescencia de un número de 10.000 eventos en las regiones R1 y R2, 
correspondientes a los granulocitos e hialinocitos, respectivamente.  
III.2.6 EFECTO DE LA LUZ ULTRAVIOLETA SOBRE LA 
MODULACIÓN DE LA MAQUINARIA CENTRAL APOPTÓTICA 
III.2.6.1 EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS 
INHIBIDORES Pft-α, CsA Y Z-VAD-FMK 
Para la selección de la concentración óptima de los reactivos PFT-α, CsA y Z-
VAD-FMK, se realizaron ensayos de evaluación de la toxicidad siguiendo el mismo 
protocolo descrito en el apartado III.2.5.I y para los que se emplearon siete muestras 
biológicas de hemolinfa extraída de siete mejillones adultos diferentes cada uno. Se 
prepararon diferentes soluciones de stocks de la siguiente manera: el PFT-α se disolvió 
en dimetilsulfóxido (DMSO) al igual que el Z-VAD-FMK, mientras que la CsA se disolvió 
en etanol; para preparar soluciones a las concentraciones que se especifican a 
continuación: 0,1mM, 1mM y 100mM de PFT-α; 0,2µM, 2µM y 20µM de CsA y 1µM, 
10µM y 100µM de Z-VAD-FMK. A las 3h y 24h se analizó la viabilidad celular 
empleando 7-AAD por citometría tal y como se describió en el apartado anterior.  
III.2.6.2 EVALUACIÓN DE LOS NIVELES DE APOPTOSIS EN 
PRESENCIA DE LOS COMPUESTOS INHIBIDORES  
Se emplearon cinco reactivos químicos para modular, bloquear o inhibir el 
proceso apoptótico inducido por UV en hemocitos. Se utilizaron los siguientes 
compuestos: NAC, PDTC, PFT-α, CsA y Z-VAD-FMK. Todos los reactivos empleados 
eran de la casa comercial Sigma (Sigma-Aldrich Co. LLC.). Los experimentos se 
llevaron a cabo tres veces. Para ello, se obtuvieron 20 muestras biológicas distintas de 
hemolinfa (cada una de las cuales se obtuvo a partir de cuatro mejillones distintos). La 
hemolinfa se repartió en placas y éstas se incubaron para facilitar la adhesión de los 
hemocitos durante 30 minutos a 15ºC. Pasado ese tiempo, el sobrenadante se 
desechó, y se añadió 1ml de cada uno de los cinco reactivos inhibidores (de las 
concentraciones previamente seleccionadas como no tóxicas) a cada pocillo: NAC 
(1mM), PDTC (50µM), PFT-α (100µM), CsA (20µM) y Z-VAD-FMK (100µM). Se añadió 
agua de mar filtrada (FSW), en lugar de reactivo, a los pocillos con las muestras 
control. Las muestras se incubaron con los inhibidores a 15ºC en oscuridad. Una hora 
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 más tarde, el sobrenadante se desechó y se añadieron 150µl de FSW antes de 
proceder con la irradiación de los hemocitos, durante 45 minutos con UV, para evitar la 
deshidratación de las células. Las placas control se mantuvieron en condiciones de 
oscuridad y a temperatura ambiente. A continuación, se retiró el sobrenadante y se 
añadió 1ml de FSW. Se analizaron los niveles de apoptosis después de 3h y 24h 
usando un citómetro de flujo tal y como se describió en el capítulo II. En el caso de las 
muestras tratadas con PFT-α, éstas también se analizaron a las 6h posteriores al 
tratamiento con UV.  
III.2.6.3 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE GENES APOPTÓTICOS 
USANDO PCR CUANTITATIVA  
El análisis de la modulación génica se llevó a cabo con tres muestras biológicas 
independientes que consistieron en pooles de hemocitos extraidos a partir de cuatro 
animales. Los pooles de hemolinfa se distribuyeron en placas de 24 pocillos (BD) y se 
trataron con UV durante 45 minutos. Las células tratadas con PFT-α (100uM) o con 
FSW (controles) se muestrearon inmediatamente tras la irradiación (0h) y a las 3h, 6h, 
24h y 48h post-irradiación. En cada uno de los puntos de muestreo se desecharon los 
sobrenadantes y se rascaron los hemocitos del fondo de los pocillos con un volumen de 
500μL del reactivo Trizol (Invitrogen, USA). La extracción total de ARN y la síntesis de 
ADNc se llevaron a cabo según el protocolo desarrollado en los capítulos anteriores. Se 
diseñaron cebadores específicos de PCR cuantitativa con el software Primer3 (v. 0.4.0) 
teniendo en cuenta las restricciones de PCR cuantitativa ya conocidas (Tabla 3).  
Se llevó a cabo el análisis de la eficiencia de los pares de cebadores siguiendo 
el protocolo descrito en el capítulo I. Los valores de eficiencia de los cebadores fueron 
los siguientes: -2,91 para p53, -3,11 para el PDRP, -3,19 para el Bax, -3,05 para el Bcl-
2, -3,12 para el BI-1 y -3,17 para el DffA. Las reacciones de PCR se realizaron por 
triplicado. Los datos del nivel umbral (Ct) se compararon a través del método 
comparativo Ct (Ct) (Livak y Schmittgen, 2001). Se utilizó la actina como gen de 
referencia. Se calcularon los niveles de expresión dividiendo los valores de expresión 
estandarizada en los hemocitos tratados con UV entre los valores de expresión 
normalizada en los controles.  
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Tabla 3. Secuencias de 
cebadores específicos 
usados para los ensayos 
de PCR cuantitativa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III.2.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO   
Todos los resultados se expresaron como la media + desviación estándar de las 
diferentes muestras biológicas y los datos fueron analizados usando el test-t de 
Student. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas para p<0,05.  
Nombre del cebador Secuencia del cebador 
Mussel p53-F CTAGGTAGACGGGCAGTAGAAGTT 
Mussel p53-R GCCTCCTGGTGTTACTGTAGTGAT 
Mussel PDRP-F1 CTGCCAAAGAAAGCTACAAAGAAG 
Mussel PDRP-R1 CCTTTGACAATGGATTGAGGTT 
Mussel Bax-F2 CCAACAGGTCCACCATTAGAAC 
Mussel Bax-R2 CTCTTGGCCACAGTTAGGAATG 
Mussel Bcl2-F1 AGATAACGGTGGTTGGCAAG 
Mussel Bcl2-R1 TAACGCCATTGCGCCTAT 
Mussel BI1-F1 GGCCAGTTTTCTCACCTCCT 
Mussel BI1-R1 CCAATCCATGACTGGACCAA 
Mussel Dff-F GCTGCGTGTTGTTATAGCAGAG 
Mussel Dff-R CTTCACCTATGCCTTCAGGTCT 
Mussel Actin-F AACCGCCGCTTCTTCATCTTC 
Mussel Actin-R CCGTCTTGTCTGGTGGTA 
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 III.3 RESULTADOS 
III.3.1 CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL Y FILOGENÉTICA 
Se seleccionaron cinco genes diferentes de M. galloprovincialis implicados en el 
proceso apoptótico mediante la ruta de degradación de la mitocondria y la consecuente 
activación de la apoptosis. Los genes p53, PDRP, Bcl2, Bax y BI-1 se clonaron y 
secuenciaron. Asimismo, también se seleccionó una secuencia con alta homología a la 
proteína DffA. En la Tabla 4 se detalla la longitud de las secuencias obtenidas, los 
ORFs y el tamaño de las secuencias de aminoácidos. Posteriormente, se llevó a cabo la 
caracterización de la estructura y dominios de las secuencias.  
 
Tabla 4. Tamaño de las secuencias descritas. Se indican el tamaño total en pares de bases, el 
tamaño del marco abierto de lectura (ORF), y el tamaño de las proteínas en número de aminoácidos (aa). 
 
III.3.1.1 EL GEN p53 
La secuencia de la proteína p53 de M. galloprovincialis presentó las mayores 
identidades con las proteínas p53 de otras especies de Mytilus: M. edulis y M. trossulus  
(identidad del 99% y 98%, respectivamente). El p53 de mejillón mediterráneo mostró 
una estructura típica de dominios similar a la descrita para otros bivalvos así como para 
el p53 de humanos (Figura 1), formada por los motivos TAD, FAM y TETRAMER. 
Además, todos los aminoácidos esenciales asociados al sitio de unión Mdm2 (F, L, W, 
L) y los tres sitios de fosforilación (Ser, Thr y Glu) se conservaron dentro del dominio 
TAD. Los dos dominios ricos en prolina (PxxP), también estuvieron presentes. Además, 
Secuencia p53 PDRP Bcl2 Bax BI-1 DffA 
Tamaño total (pares de bases) 2.185 746 1.172 1.175 863 828 
ORF 1.308 390 558 630 711 603 
aa 435 129 185 209 236 200 
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 la proteína p53 conservó cinco dominios de unión al ADN. Dentro del dominio 
tetramérico se identificó una señal de exportación nuclear (NES), entre los residuos 
372 y 383. Los tres sitios de localización nuclear (NLS I, II y III) se situaron entre los 
residuos 349-354, 394-398 y 414-416, respectivamente (Figura 1).  
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Figura 1. Caracterización estructural del p53. Los tres dominios de p53 (TAD, FAM y TETRAMER) 
aparecen sombreados. Los triángulos negros indican los sitios de fosforilación conservados. Los dos 
dominios conservados ricos en prolina (PxxP) se encuentran dentro de cuadros. Los cuatro dominios de 
unión al ADN II, III, IV y V incluidos en el dominio p53 FAM, también se indican dentro de cuadros. El 
dominio TETRAMER contiene la señal de exportación nuclear (NES). NLSI, NLSII y NLSIII, indican las tres 
señales de localización nuclear.   
 
Se llevó a cabo un análisis filogenético incluyendo un total de 17 secuencias de 
p53 pertenecientes a los siguientes grupos de organismos: cordados, moluscos, 
cnidarios, artrópodos, nematodos y amebas. Todas las secuencias de p53 de moluscos 
se agruparon en la misma rama del árbol filogenético con un valor bootstrap del 
100%. El análisis filogenético mostró que las secuencias de mejillón están más cerca 
de las de cordados que de otros invertebrados (81% del valor bootstrap) (Figura 2).  
  
Figura 2. Relación filogenética de la proteína p53 de M. galloprovincialis con proteínas 
similares de los grupos taxonómicos más importantes. Construcción del árbol filogenético mediante 
la metodología Neighbor-joining (NJ). Los números en las ramas representan los valores bootstrap.  
 
III.3.1.2 LA PROTEÍNA PDRP 
La proteína PDRP de mejillón mostró la mayor homología con el PDRP de 
Taeniopygia guttata con un valor de bootstrap de 3e-35. Se predijo la existencia de un 
dominio Prefoldin 2 entre las posiciones aminoacídicas 11 y 110 (Figura 3).  
 
Figura 3. Alineamiento de la proteína PDRP de M. galloprovincialis con proteínas similares. Los 
dominios Prefoldin 2 se indican con letras en negrita y la posición del dominio en la secuencia de mejillón, 
está sombreada.  
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 Se analizaron las relaciones filogenéticos del PDRP de M. galloprovincialis con 
proteínas similares descritas en otros organismos. La secuencia de mejillón se situó en 
la parte central del árbol, más próxima a las secuencias de organismos cordados que a 
otros invertebrados como los artrópodos, platelmintos, cnidarios y poríferos (Figura 4). 
 
Figura 4. Árbol filogenético de la proteína PDRP de M. galloprovincialis con proteínas 
similares representativas de grupos taxonómicos. El árbol se llevó a cabo mediante la metodología 
Neighbor-joining (NJ). Los números situados en las ramas indican los valores bootstrap.  
 
III.3.1.3 LA FAMILIA DE PROTEÍNAS Bcl-2 
Se describieron dos miembros de la familia Bcl-2 en M. galloprovincialis, el Bcl2 
y la proteína Bax (Figura 5). La comparación de estas proteínas con aquellas de mayor 
similitud mostró que las identidades más elevadas correspondieron a las proteínas tipo 
Bcl2 de Saccoglossus kowalevskii (E-value de 2e-51) y Bax de Ictalurus punctatus (E-
value de 8e-36), respectivamente. Se realizó un alineamiento múltiple pareado de las 
secuencias de aminoácidos incluyendo siete proteínas Bcl2 y seis proteínas Bax 
disponibles en la base de datos cubriendo, de esta manera, el mayor número de 
grupos taxonómicos (Figura 5). Se predijo la posición del dominio Bcl para las dos 
proteínas, entre los aminoácidos 42 y 141. Además, se detectó la presencia de varios 
motivos BH y dominios transmembrana en la región C-terminal de estas proteínas. La 
proteína Bcl2 conservó cuatro regiones BH (BH1-BH4) mientras que la proteína Bax 
sólo mostró tres regiones, y no conservó el motivo BH4 (Figura 5).  
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 Figura 5. Caracterización estructural de la familia de proteínas Bcl-2. Se indican las cuatro 
regiones BH (BH1, BH2, BH3 y BH4) y el dominio transmembrana en diferentes colores.  
 
Se construyó un árbol filogenético con 20 proteínas de la familia Bcl-2 
agrupando al Bcl2 y al Bax en dos grupos separados: grupo I y grupo II, 
respectivamente. El Bcl2 de mejillón se localizó dentro del grupo I en la misma rama 
que la secuencia de ostra (Crassostrea gigas) (96% de valor bootstrap) (Figura 6). Las 
proteínas Bcl-2 de moluscos se situaron más cerca de los homólogos de vertebrados 
superiores que de otros invertebrados como artrópodos, cnidarios o esponjas. En el 
grupo II se observó una situación similar dado que la proteína Bax de mejillón se 
localizó más próxima a vertebrados que a otros invertebrados (Figura 6).  
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Figura 6. Árbol construido siguiendo la metodología Neighbor-joining (NJ) que muestra la 
relación filogenética de los diferentes miembros de la familia Bcl-2. Se incluyen los principales 
grupos taxonómicos incluyendo secuencias representativas de vertebrados e invertebrados. Los números 
de las ramas indican los valores bootstrap.  
 
III.3.1.4 LA PROTEÍNA BI-1 
La secuencia completa de BI-1 mostró la mayor homología con la proteína 
homóloga de salmón atlántico (Salmo salar) con un E-value de 1e-82. Las identidades 
obtenidas entre el BI-1 de mejillón y las secuencias alineadas fueron de: 47% con 
Homo sapiens, 33% con D. melanogaster, 48% con H. magnipapillata, 42% con 
Schistosoma mansoni y 26% con Arabidopsis thaliana. El BI-1 conservó un único 
motivo BaxI-1 entre los residuos 28 y 230, constituido por seis dominios 
transmembrana situados en las posiciones 33-55 (TM1), 59-76 (TM2), 88-110 (TM3), 
115-137 (TM4), 144-166 (TM5) y 171-190 (TM6) (Figura 7). El motivo señal de BI-1 
también estuvo presente, y cuya compleja estructura: (G-x(2)-[LIVM]-[GC]-P-x-[LI]-
x(4)-[SAGDT]-x(4,6)-[LIVM](2)-x(2)-A-x(2)-[MG]-T-x-[LIVM]-x-F) se localizó entre los 
residuos 99 y 128 (Figura 7). Se predijeron dos señales de retención en los extremos N 
y C-terminal de la secuencia. La primera de ellas estuvo situada entre los residuos 2-5 
(motivo tipo XXRR) y la segunda entre las posiciones 232-235 (motivo EKKK) dentro de 
la región C-terminal de la secuencia (Figura 7).  
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Figura 7. Alineamiento de los genes BI-1 de M. galloprovincialis con proteínas similares. El 
motivo señal de esta familia de proteínas está sombreado en color verde. Se señalan los seis dominios 
transmembrana. Las dos señales de retención de la membrana del retículo endoplasmático situadas en las 
regiones N-terminal y C-terminal están sombreadas en negro.  
 
Se llevó a cabo la construcción de un análisis filogenético incluyendo 
representantes de los seis grupos diferentes de proteínas que contienen el motivo 
transmembrana BaxI-1 (TMBIM) (Figura 8).  
 
Figura 8. Árbol filogenético Neighbor-joining (NJ) que incluye los seis grupos de proteínas 
TMBIM. Aparecen los principales grupos taxonómicos, incluyendo secuencias de vertebrados e 
invertebrados. Los valores bootstrap se indican en las ramas.  
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 Se obtuvieron dos clusters de proteínas principales. El primero, incluyó a las 
proteínas BI-1 y a los miembros de TMBIM5 mientras que el segundo grupo incluyó 
representantes de las cuatro proteínas TMBIM (1 a 4). Cabe mencionar que el elevado 
número de secuencias disponibles en la base de datos del gen BI-1 cubre casi todos 
los grupos filogenéticos (bacterias, plantas, invertebrados y vertebrados). Se observó 
como el gen BI-1 de mejillón estuvo localizado próximo a homólogos de vertebrados 
en lugar de estar más próximo a los artrópodos o platelmintos (Figura 8). 
III.3.1.5 LA PROTEÍNA DffA 
La secuencia DffA de mejillón registró la mayor similitud con la proteína 
homóloga de Saccoglossus kowalevskii  (E-value de 1e-36). Además, presentó dos 
dominios: un dominio CAD y un dominio DFF-C que se localizó en la región C-terminal 
(Figura 9). El dominio CAD, situado entre los residuos 5 y 79, incluyó dos motivos señal 
conservados (EDGT y VDDXXYF) localizados entre los residuos 50-53 y 55-61. El 
dominio DFF-C se situó entre los residuos 85-200 e incluyó el sitio de rotura de la 
caspasa 3 (Figura 9).  
 
Figura 9. Caracterización estructural de la proteína DffA. Alineamiento de las proteínas DffA de M. 
galloprovincialis, N. vectensis, B. mori, H. sapiens, X. tropicalis y D. rerio. Se indican los dominios CAD y 
DFF-C. El motivo EDGT está sombreado en gris y el motivo VDDXXYF está en letras en negrita. La posición 
de los sitios de rotura de la caspasa 3 dentro del dominio DFF-C están sombreadas en negro.   
 
Se construyó un árbol filogenético para representar la relación entre la 
secuencia DffA de M. galloprovincialis y varios grupos representativos taxonómicos de 
las familias de proteínas CIDE-A, CIDE-B, DffA y DffB (Figura 10). Las secuencias se 
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 agruparon en tres ramas principales con elevados valores de fiabilidad: una 
correspondiente a la familia CIDE (100%), una segunda rama con la familia DffA 
(97%) y la tercera con la familia DffB (99%). La secuencia DffA de mejillón se agrupó 
con proteínas similares de otros invertebrados, como los artrópodos y cnidarios; y sin 
embargo, se situó más lejos de cordados (valor de bootstrap del 80%) (Figura 10). 
 
Figura 10. Árbol filogenético NJ (Neighbor-joining) construido con las secuencias de las 
proteínas DffA, DffB, CIDE-A y CIDE-B de invertebrados y vertebrados. Los números de las 
ramas representan los valores bootstrap. 
 
III.3.2 INDUCCIÓN Y EVALUACIÓN DE LA APOPTOSIS EN 
HEMOCITOS DE MEJILLÓN 
 
La caracterización de estos genes facilitó la construcción de un esquema 
general sobre el mecanismo apoptótico en moluscos (Figura 11). La información que se 
incluye en el siguiente mapa apoptótico se basó en los genes caracterizados en el 
presente estudio y en ESTs relacionadas con la apoptosis obtenidas a partir de bases 
de datos genómicas y una extensa y minuciosa revisión bibliográfica.  
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Figura 11. Esquema apoptótico de moluscos. Esquema que representa los principales mecanismos 
apoptóticos en moluscos. Los símbolos azules indican los genes descritos en bivalvos. Los símbolos 
blancos se refieren a las ESTs disponibles y los símbolos negros señalan aquellos genes que no han sido 
descrito todavía en moluscos. Las líneas de color rojo señalan inhibición.  
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 Se confirma que los dos princiales mecanismos apoptóticos descritos en 
vertebrados también están presentes en bivalvos. El mecanismo extrínseco se inicia a 
través de la activación de los receptores de muerte. Éstos, una vez activados reclutan a 
las moléculas FADD y rompen a la caspasa 8 activa, la cual a su vez activa a las 
caspasas efectoras. En el capítulo II se dejó constancia de la existencia de cuatro 
caspasas efectoras distintas en mejillón. Por otra parte, se han identificado varias IAPs 
en varias especies de bivalvos como almejas y ostras.  
El mecanismo intrínseco se inicia a través de estímulos que inducen daño en el 
ADN como el UV. La actividad reguladora de las proteínas PDRP y BI-1, la participación 
del p53 y Bcl2 en el MOMP y la liberación del citocromo C al citosol son características 
de este mecanismo. A pesar de que existe muy poca información relativa a los 
mecanismos apoptóticos que ocurren de manera independiente a las caspasas en 
bivalvos y la implicación del ER y los lisosomas en la apoptosis, se han identificado 
varias catepsinas y calpainas en almejas y mejillones.  
Las caspasas ejecutoras inducen la fragmentación del ADN y la formación de 
cuerpos apoptóticos mediante la activación de las proteínas de la familia DFF y su 
posterior translocación al núcleo. El resultado de este proceso se observó claramente 
tras el tratamiento de los hemocitos de mejillón con UV (Figura 12). A las 3h de la 
exposición de las células al UV, se detectaron las típicas características de la 
condensación de la cromatina en el núcleo de algunas células irradiadas. Pasadas 24h, 
casi todas las células mostraron cambios apoptóticos. El núcleo presentó una 
morfología irregular y estuvo formado por un elevado número de fragmentos de 
cromatina condensada (Figura 12). 
 
Figura 12. Evaluación de la morfología nuclear y condensación de la croma-  
tina.
.
Análisis por microscopía confocal de hemocitos de mejillón a las 3h y 24h tras   
el tratamiento de UV. Escala de 7,5 µm.  
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 III.3.3 IMPLICACIÓN DEL ROS EN LA APOPTOSIS INDUCIDA 
POR LUZ ULTRAVIOLETA EN HEMOCITOS DE MEJILLÓN  
III.3.3.1 EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD DE LOS 
ANTIOXIDANTES NAC Y PDTC 
Antes de comprobar la producción de ROS en hemocitos tras su estimulación 
con UV, se seleccionaron las concentraciones no tóxicas de antioxidantes. Se observó 
que a las 3h y 24h post-tratamiento, el porcentaje de células dañadas fue 
significativamente mayor en células tratadas con las concentraciones de 10mM y 
100mM de NAC en comparación con el grupo control. Cuando los hemocitos se 
incubaron con PDTC, no se obtuvieron diferencias significativas independientemente de 
la concentración y el tiempo (Figura 13).  
 
Figura 13. Selección de concentración de NAC y PDTC no tóxica. Se indica el porcentaje de 
células dañadas (7AAD+) a las 3h y a las 24h después del tratamiento con las diferentes 
concentraciones de reactivo. Los grupos control están representados por el valor 0. Los resultados se 
indican como la media + desviación estándar de siete muestras biológicas. Los asteriscos (*) indican 
diferencias significativas respecto a los controles (p<0,05). 
 
Dado que en el caso del NAC, los menores porcentajes de células dañadas se 
obtuvieron con las concentraciones de 0,1mM y 1mM; para la realización de los 
experimentos se optó por escoger aquella concentración (1mM), más comúnmente 
empleada en la bibliografía para este tipo de ensayos. En cuanto al PDTC, se eligió la 
concentración de 50µM por ser la que registró un menor porcentaje de células 
necróticas (Figura 13) además de situarse en el rango de concentraciones no tóxicas 
empleado en varios ensayos experimentales. 
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 III.3.3.2 PRODUCCIÓN DE ROS EN PRESENCIA DE 
COMPUESTOS ANTIOXIDANTES  
 
El tratamiento con UV de los hemocitos de mejillón indujo la producción de ROS 
tanto en los granulocitos como en los hialinocitos (regiones R1 y R2, respectivamente) 
(Figura 14). A pesar de que un aumento significativo de la fluorescencia media se 
registró en ambos tipos celulares, los granulocitos mostraron niveles de fluorescencia 
diez veces más elevados que los valores observados en los hialinocitos (los niveles de 
fluorescencia media se extendieron desde 357 hasta 429 en hialinocitos y desde 2.519 
a 3.154 en granulocitos). Además, el tratamiento con los antioxidantes NAC o PDTC 
antes del tratamiento con UV dio lugar a una reducción significativa de la producción 
de ROS en ambos tipos celulares (Figura 14).  
 
Figura 14. Cuantificación de la producción de ROS mediante la determinación  de la media de 
la fluorescencia en granulocitos (región R1) e hialinocitos (región R2) inmediatamente 
después del tratamiento con UV. También se analizó el efecto de los antioxidantes NAC y PDTC antes 
de la inducción de la apoptosis. Los resultados se representan como la media + desviación estándar de 
ocho muestras biológicas.  
 
III.3.3.3 EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES EN LOS NIVELES DE 
APOPTOSIS 
 
El tratamiento con NAC y PDTC no indujo una reducción significativa de los 
niveles apoptóticos independientemente del tipo celular y tiempo de muestreo 
analizados e incluso, el tratamiento con NAC indujo un aumento significativo en el 
porcentaje de células apoptóticas a las 3h post-irradiación alcanzando valores 
superiores al 80% (Figura 15). 
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Figura 15. Modulación del proceso apoptótico mediante NAC y PDTC. Los resultados muestran el 
porcentaje de granulocitos (R1) e hialinocitos (R2) apoptóticos tratados con los antioxidantes a 3h y 24h 
tras la irradiación con UV. Los resultados representan la media ± desviación estándar de 20 muestras 
diferentes. (a) indica diferencias significativas entre células tratadas con UV y células no tratadas. Los 
asteriscos (*) indican diferencias significativas tras el tratamiento con UV entre las células tratadas con 
NAC o PDTC y los hemocitos sin tratar.  
 
III.3.4 EFECTO DE LA LUZ ULTRAVIOLETA SOBRE LA 
MODULACIÓN DE LA MAQUINARIA CENTRAL APOPTÓTICA 
III.3.4.1 EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS 
INHIBIDORES PFT-Α, CSA Y Z-VAD-FMK 
Se registraron diferentes niveles de toxicidad en las muestras tratadas con PFT-
α en base a la concentración empleada (Figura 16). A las 3h post-tratamiento, se 
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 registró el mayor número de células dañadas en aquellos hemocitos tratados con una 
concentración de 0,1µM mientras que los valores más bajos se registraron para 
concentraciones de 1µM y 100µM. A las 24h, el porcentaje de células necróticas no 
registró diferencias significativas en ninguna de las concentraciones analizadas (Figura 
16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Selección de la concentración no tóxica de PFT-α, CsA y Z-VAD-FMK. Se representa el 
porcentaje de células dañadas (7AAD+) obtenido a las 3h y 24h tras el tratamiento con las diferentes 
concentraciones de los reactivos PFT-α, CsA y Z-VAD-FMK. Los grupos control están representados por el 
valor 0. Los resultados se indican como la media + desviación estándar de siete muestras biológicas. Los 
asteriscos (*) indican diferencias significativas respecto a los controles (p<0,05). 
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 La concentración seleccionada, para este reactivo, fue de 100µM ya que 
además de encontrarse entre las menos tóxicas, es una concentración que se sitúa 
dentro del rango de las usadas frecuentemente en diferentes modelos celulares (Zhang 
y col., 2003; Murphy y col., 2004).  
Se estudió la toxicidad de los reactivos CsA y Z-VAD-FMK (Figura 16). En ambos 
casos, se registraron porcentajes similares de células necróticas a las 3h, en todas las 
muestras independientemente de la concentración usada. Los tratamientos indujeron 
un aumento significativo en el número de células dañadas, abarcando desde el 20% al 
23%. Sin embargo, a las 24h post-tratamiento, la concentración de 20µM, en el caso 
de la CsA, y, 100µM para el Z-VAD-FMK, fueron las menos tóxicas y, por tanto, las 
seleccionadas para llevar a cabo los experimentos.  
III.3.4.2 EVALUACIÓN DE LOS NIVELES DE APOPTOSIS EN 
PRESENCIA DE LOS COMPUESTOS INHIBIDORES  
 
El tratamiento con el inhibidor PFT-α indujo una disminución significativa en los 
niveles apoptóticos. La reducción se observó en los granulocitos e hialinocitos a las 3h 
y 6h tras el tratamiento con UV, respectivamente, en comparación con los valores 
registrados en las células control irradiadas. En hialinocitos el nivel de apoptosis 
disminuyó desde el 19% al 9% mientras que en granulocitos, pasó de un porcentaje 
del 52% al 34%. A las 24h no se registró ninguna reducción de los niveles apoptóticos 
(Figura 17). 
El tratamiento de hemocitos de mejillón con el estabilizador de membrana CsA 
y el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK (Figura 18), no produjo ningún efecto 
significativo en el porcentaje de células apoptóticas en comparación con los niveles 
registrados en hemocitos sin tratar, a las 3h y 24h tras el tratamiento con UV.  
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 III.3.4.3 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE GENES APOPTÓTICOS 
USANDO PCR CUANTITATIVA  
Con el objeto de comprender los mecanismos moleculares bajo los cuales tiene 
lugar la reducción de los niveles de apoptosis tras el tratamiento con PFT-α, se analizó 
la expresión de los genes apoptóticos seleccionados previamente, mediante PCR 
cuantitativa. Los resultados obtenidos revelaron que el PFT-α es capaz de modular, 
disminuir y retrasar la expresión de los diferentes genes estudiados (Figura 19).  
 
Figura 19. Expresión génica del p53, Bax, Bcl2, PDRP, BI-1 y DffA en hemocitos tratados con 
PFT-α a las 0h, 3h, 6h, 24h, y 48h tras la irradiación de UV. Los resultados representan la media ± 
desviación estándar de los tres pooles empleados en los experimentos. Los asteriscos (*) señalan las 
diferencias significativas respecto del nivel de expresión obtenido en células no tratadas en cada punto de 
muestreo (p<0,05). 
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 El gen p53 se expresó de manera elevada tras la exposición al UV. Las células 
irradiadas mostraron el máximo nivel de expresión (superior a las 25 veces respecto a 
las células control), a las 3h post-irradiación. Hacia el final del experimento, la 
expresión se redujo hasta alcanzar niveles basales, y el tratamiento con PFT-α, 
modificó esta cinética. A las 3h, el valor de expresión en las células tratadas con el 
reactivo, fue tan solo de 2 unidades respecto al control. El nivel de expresión máximo 
se retrasó hasta las 6h post-irradiación (sólo 6 veces más que el nivel control) en 
aquellas células tratadas con PFT-α (Figura 19). 
El gen PDRP también estuvo influenciado por el tratamiento con PFT-α. Las 
células control irradiadas mostraron los mayores niveles de expresión a los 45 minutos 
post-irradiación (tiempo de muestreo 0h), alcanzando valores de 27 veces por encima 
del nivel control. El tratamiento con PFT-α provocó una disminución significativa en 
este punto, reduciendo la expresión hasta un valor de 18 veces sobre el control. A 
partir de aquí, los niveles de expresión disminuyeron hasta las 48h sin que se 
detectasen diferencias significativas (Figura 19).  
El tratamiento con PFT-α reguló de manera positiva y significativa la expresión 
de los genes anti-apoptóticos BI-1 y Bcl2 a las 0h y 6h post-tratamiento, 
respectivamente. Los niveles de expresión observados en el gen BI-1 fueron bajos (tan 
solo 2 veces más que en el control a las 0h post-irradiación), y la expresión de Bcl2 
alcanzó valores significativos de más de 36 veces por encima del control a las 6h post-
tratamiento. El tratamiento con PFT-α no afectó a la cinética de expresión del BI-1, y 
los niveles de expresión aumentaron hasta alcanzar niveles máximos a las 6h post-
irradiación (4 veces más que la expresión del control) y disminuyó de forma gradual 
hasta situarse en niveles basales a las 48h (Figura 19).  
El gen pro-apoptótico Bax también se moduló tras el tratamiento con PFT-α. 
Las células tratadas con este reactivo alcanzaron los valores significativos más 
elevados (4,5 veces más que en el control) a las 6h post-irradiación, mientras que las 
células no tratadas alcanzaron valores significativos a las 24h post-exposición a UV (2 
veces más que en el control). A las 48h no se observaron diferencias significativas 
(Figura 19). Por último, la expresión del gen DffA, dado su carácter de marcador de los 
últimos estadíos de la apoptosis, mostró una regulación positiva a las 48h post-
irradiación y el tratamiento con PFT-α indujo una reducción significativa de la expresión 
pasando de un valor de 52 a 26 veces respecto al control (Figura 19 ). 
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 III.4 DISCUSIÓN  
 
En el presente capítulo, se caracterizaron seis nuevos genes apoptóticos en el 
mejillón M. galloprovincialis con el objetivo de determinar los mecanismos moleculares 
que median la ruta apoptótica mitocondrial en moluscos bivalvos así como identificar 
nuevos genes candidatos con una posible función como biomarcadores de 
contaminación.  
El gen p53 es un punto de conexión entre varios mecanismos de respuesta al 
estrés y que gobierna la decisión entre la supervivencia celular y la apoptosis (Oren, 
2003). En mejillones, este gen mostró características similares a los homólogos 
descritos previamente en humanos y en otros moluscos bivalvos (Walker y Levine, 
1996; Walker y col., 2011). La presencia de dominios de unión al ADN, la región rica 
en prolina, el sitio de unión Mdm2, las NLS y NES; sugiere la implicación de este gen 
en mecanismos de activación y regulación transcripcionales y no transcripcionales, de 
manera similar a lo que ocurre en vertebrados (Haupt y col., 2003; Speidel, 2009).  
El gen PDRP es un gen diana situado por debajo del p53, en la cascada 
apoptótica (Luo y col., 2003), no descrito de manera formal en invertebrados. El 
análisis llevado a cabo en este capítulo mostró como la proteína de mejillón conservó 
un motivo Prefoldin 2, que está también presente en cordados y algunos 
invertebrados; como esponjas y cnidarios. A pesar de que no se conoce la función del 
PDRP en el proceso apoptótico, varios autores han revelado que esta proteína participa 
en interacciones proteína-proteína y proteína-ADN (Luo y col., 2003).  
Los genes Bcl2 y Bax de mejillón, considerados como reguladores clave de la 
maquinaria de suicidio celular, conservaron los dominios BH característicos, y las 
regiones transmembrana (Cory y Adams, 2002; Igaki y Miura, 2004).  
El nuevo BI-1 de mejillón contuvo los seis dominios transmembrana y un 
motivo señal típico al igual que el homólogo de humanos (Xu y Reed, 1998). Además, 
también estuvieron presentes las dos señales de retención del ER lo que sugirió una 
localización potencial del BI-1 dentro de este orgánulo celular, y donde el gen podría 
ejercer su actividad anti-apoptótica tal y como ha sido descrito en vertebrados (Xu y 
Reed 1998; Robinson y col., 2011).  
El último de los genes, el DffA, funciona en los estadíos tardíos de la apoptosis, 
induciendo condensación de la cromatina y rotura del ADN (Widlak y Garrard, 2009). 
La proteína DffA de mejillón conservó el motivo señal típico de esta familia de 
proteínas, el cual distingue al DffA de la familia de proteínas CIDE (Wu y col., 2008). 
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 El análisis filogenético reveló que los componentes del mecanismo apoptótico 
mitocondrial en M. galloprovincialis son más similares a los de vertebrados que a los de 
invertebrados. El hecho de que los genes apoptóticos de invertebrados estén 
posicionados filogenéticamente más próximos a las secuencias de vertebrados, ya 
había sido reflejado en varios trabajos que centraban su atención en el estudio del p53 
donde además, se establecía una separación entre los grupos de moluscos, cordados y 
otros animales como tunicados, equinodermos y artrópodos (Muttray y col., 2005, 
Štifanić y col., 2009; Walker y col. 2011). Asimismo, otros autores han confirmado que 
los diferentes componentes de la familia de proteínas Bcl-2 de cnidarios están más 
próximos a las secuencias de vertebrados que a las de invertebrados (Dunn y col., 
2006). En el análisis llevado a cabo en este trabajo también se detectó una divergencia 
y posición filogenética similar, de las secuencias de mejillón, no sólo para el p53 o BI-
1, genes bien representados en todos los grupos taxonómicos, sino también para el 
gen PDRP y miembros de la familia Bcl-2. Éstos, poseen un pequeño número de 
secuencias de invertebrados disponibles por lo que el grado de confianza del análisis 
filogenético llevado a cabo, no fue tan elevado. Esta situación refleja potencialmente el 
diferente grado de divergencia en los genes apoptóticos mitocondriales de los 
diferentes phyla animales (Gamulin y col., 2000), ya que el proceso apoptótico 
mitocondrial surgió antes de la aparición de los deuteróstomos, y parte o la totalidad 
del proceso se perdió en algunos grupos taxonómicos (Oberst y col., 2008; Bender y 
col., 2012). Por otra parte, el gen DffA de mejillón, el cual no está exclusivamente 
asociado con el mecanismo intrínseco, estuvo más próximo a las secuencias homólogas 
de cnidarios o insectos, que a las de vertebrados puesto que este gen no ha sido 
descrito en urocordados, equinodermos o nematodos (Eckhart y col., 2007).  
La representación del entramado apoptótico de moluscos incluyendo las ESTs y 
los genes descritos en bivalvos, indica que la apoptosis en este grupo posee una 
complejidad similar a la de vertebrados. La apoptosis en moluscos actúa a través de 
los mecanismos extrínseco e intrínseco (Kiss, 2010). Una modalidad de los receptores 
de muerte, el dominio de muerte asociado al Fas (FADD) y la caspasa 8, son genes 
que se han descrito en moluscos (Moreira y col., 2012b; Philipp y col., 2012).  
La asociación entre los mecanismos extrínseco e intrínseco en vertebrados, está 
mediada a través del gen Bid, una proteína perteneciente a la familia BH3-only la cual 
activa indirectamente las caspasas ejecutoras (Shibue y Taniguchi, 2006). Hasta la 
fecha no se han encontrado secuencias homólogas de esta proteína en bivalvos. Sin 
embargo, Moreira y col., (2012b) encontraron mediante el uso de técnicas de 
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 secuenciación de alto rendimiento, una secuencia homóloga al gen ITBM2s, un gen 
muy poco estudiado en mamíferos que pertenecería a la familia de proteínas BH3-only 
(Fleischer y Rebollo, 2004) al igual que el Bid. El hecho de que estos genes no hayan 
aparecido en otros trabajos que emplean técnicas similares de secuenciación en 
bivalvos (Philipp y col., 2012) y su ausencia en la base de datos MytiBase (Venier y 
col., 2009), sugiere la existencia de asociaciones alternativas entre los mecanismos 
intrínseco y extrínseco en bivalvos. 
Cabe destacar que el Apaf-1 y los genes caspasa 9 no han sido descritos de 
manera formal en moluscos bivalvos y sólo existen secuencias anotadas de manera 
automática en ostras y almejas (R. philippinarum) (Zhang y col., 2011; Moreira y col., 
2012b).  
En el presente estudio, se empleó el UV con el propósito de inducir apoptosis 
en hemocitos de mejillón. En primer lugar, se determinó si la radiación UV aumenta la 
producción de ROS en hemocitos de mejillón de modo similar al descrito en mamíferos 
(Kulms y col., 2002). En mejillones, el tratamiento con UV indujo la producción de ROS 
en hemocitos. La citometría de flujo reveló que los granulocitos son los más activos, 
mientras que los hialinocitos, aunque también mostraron un cierto nivel de actividad 
oxidativa, ésta fue mucho menor. A pesar de que varios autores revelaron la existencia 
de diferencias en la producción de ROS entre los distintos tipos celulares de algunos 
bivalvos como ostras (Lambert y col., 2007; Donaghy y col., 2009) o almejas (Prado-
Álvarez y col., 2012), este es el primer trabajo que confirma la producción de ROS en 
hemocitos de mejillón tras la irradiación con UV.  
La generación de ROS está implicada en la oxidación del poro mitocondrial, 
paso que conduce a la liberación del citocromo C (Simon y col., 2000). Con el objetivo 
de determinar si el ROS está involucrado en la apoptosis inducida por UV, se llevó a 
cabo la estimación del efecto de los antioxidantes NAC y PDTC. El tratamiento de los 
hemocitos con estos dos antioxidantes no afectó a los niveles de apoptosis a pesar de 
que tanto el NAC como el PDTC están involucrados en la reducción de la apoptosis en 
células HeLa tratadas con UV (Kulms y col., 2002). Estos resultados sugieren que el 
ROS no parece estar directamente implicado en el proceso apoptótico inducido por UV 
en bivalvos, aunque no se puede descartar que la luz UV induzca daños severos en las 
células imposibles de controlar mediante los tratamientos con antioxidantes.   
El análisis de la expresión de genes apoptóticos usando PCR cuantitativa reveló 
que los genes caracterizados sufrieron modulación tras la exposición al UV. El gen p53, 
considerado como el principal mediador de la respuesta al estrés inducida por UV 
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 (Kulms y Schwarz, 2000), se expresó de manera elevada en hemocitos a las 3h post-
irradiación. Cabe mencionar que se esperaba obtener una respuesta, por parte del 
p53, de estas características puesto que el UV es capaz de inducir la expresión del p53 
de manera dosis dependiente (Li y Ho, 1998). A pesar de que se ha identificado un 
nuevo papel no transcripcional para el p53 en la apoptosis de moluscos (Böttger y col., 
2008; Walker y col., 2011), este gen también funciona como un factor de transcripción 
tras su translocación al núcleo, con el fin de regular la expresión de genes diana 
situados corriente apoptótica abajo (Haupt y col., 2003). Ejemplo de ello, es el PDRP 
(Luo y col., 2003). Se trata de un gen de respuesta temprana en hemocitos de 
mejillón, células en las que se detectó el mayor nivel de expresión a las 0h, momento 
en el que el p53 no estaba expresado. El tratamiento con UV desencadenó una 
regulación positiva del PDRP de manera independiente al p53. Sin embargo, a las 3h, 
este gen sufrió una regulación negativa mientras que el p53 alcanzó su máximo nivel 
de expresión. La modulación del PDRP, inducida por el gen p53, fue acorde con 
resultados previos obtenidos en humanos (Luo y col., 2003). En el modelo animal 
estudiado en este trabajo, el gen p53 también indujo la regulación positiva del gen 
pro-apoptótico Bax a las 24h post-exposición y simultáneamente, fue capaz de reprimir 
la transcripción de los genes anti-apoptóticos Bcl2 y BI-1. Este comportamiento ya 
había sido observado anteriormente en trabajos llevados a cabo en mamíferos (Haupt 
y col., 2003; Vousden y Prives, 2009). Tal y como estaba previsto, el gen DffA, se 
reguló de manera positiva en el último punto de muestreo (48h post-exposición) ya 
que este gen induce la rotura del ADN (Widlak y Garrard, 2009) la cual, como ya se 
explicó anteriormente, ocurre en la fase tardía de la apoptosis.  
En base a los resultados obtenidos en el análisis de expresión génica, cabe la 
posibilidad de que exista una transcripción mediada por un mecanismo independiente 
al p53 en bivalvos, a pesar de que los procesos exactos bajo los que se produce la 
modulación de los genes PDRP, Bax, Bcl2 y BI-1 en moluscos no se conozcan. En 
mamíferos, este mecanismo es inducido a través de la acumulación del p53 en el 
citosol o mitocondria y la activación directa de la proteína Bax (Chipuk y col., 2004).  
Para estudiar la contribución relativa de la radiación UV y el p53 a la muerte 
celular programada mitocondrial, se analizaron el nivel de apoptosis y la expresión 
génica, en presencia del PFT-α, un compuesto químico que bloquea de manera 
selectiva la transactivación potencial del p53 y los genes situados por debajo de él, en 
la cascada apoptótica de una gran variedad de tipos celulares (Proietti De Santis y col., 
2003; Liu y col., 2006). El tratamiento con PFT-α en hemocitos de mejillón redujo los 
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 niveles de apoptosis en periodos de tiempo cortos tras la exposición al UV, sin 
embargo, no se observó ningún efecto inhibitorio a las 24h. Una respuesta similar se 
observó en las células CS-B humanas, donde el PFT-α no ejerció ningún efecto a 
tiempos largos tras el tratamiento con UV (Proietti De Santis y col., 2003), sugiriendo 
que los mecanismos transcripcionales son más significativos a tiempos cortos y los no 
transcripcionales son relevantes a tiempos largos, a pesar de que el efecto del PFT-α 
sobre la inducción de la apoptosis en un tipo celular particular es altamente 
dependiente de la importancia relativa de los genes pro y anti-apoptóticos inducidos a 
través del p53 (Steele y col., 2011). El tratamiento de hemocitos con PFT-α dio lugar 
no sólo a la regulación negativa del p53 y del PDRP a las 3h post-irradiación, sino 
también a la regulación positiva de los genes Bax y Bcl2 a las 6h sugiriendo la 
participación de estos genes en mecanismos no transcripcionales que ocurren a las 6h. 
Varios autores han revelado que el aumento significativo en la expresión de Bcl2 puede 
ocurrir en respuesta al efecto pro-apoptótico de Bax (Chipuk y col., 2010).  
La supresión de la respuesta del gen DffA en presencia del PFT-α a las 48h, 
sugirió que la expresión de dicho gen es dependiente de la transactivación potencial 
del gen p53. Para analizar la implicación de MOMP en la apoptosis inducida por luz UV 
en hemocitos de mejillón, las células fueron tratadas con CsA, compuesto que bloquea 
el MPT e inhibe la apoptosis en una amplia variedad de tipos celulares (Walter y col., 
1998; Raymond y col., 2003). En hemocitos de mejillón, el tratamiento con CsA no 
ejerció ningún efecto sustancial sobre la apoptosis. La hipótesis más factible de esta 
respuesta, tal y como ya fue propuesto anteriormente en otros trabajos desarrollados 
en invertebrados modelo, podría ser que la despolarización de la membrana no fuese 
necesaria para que tuviese lugar la liberación de los factores pro-apoptóticos hacia el 
citosol (Tittel y Steller, 2000; Sokolova y col., 2004; Oberst y col., 2008).  
La mitocondria controla el proceso apoptótico a través de la activación de 
caspasas y también mediante mecanismos independientes de estos genes (Pradelli y 
col., 2010). Con el propósito de analizar la actividad de las caspasas dentro del 
mecanismo apoptótico intrínseco de mejillón, se trataron hemocitos de mejillón con el 
inhibidor general de caspasas Z-VAD-FMK. Los resultados demostraron que este 
compuesto no fue capaz de inhibir la muerte celular, a diferencia de lo observado en 
otros moluscos bivalvos donde se comprobó que el Z-VAD-FMK inhibió la apoptosis 
inducida por noradrelina en hemocitos de C. gigas (Lacoste y col., 2002). Este 
resultado sugiere que diferentes estreses genotóxicos pueden desencadenar 
mecanismos moleculares apoptóticos diversos incluso en organismos similares. La 
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 carencia de un efecto significativo de este compuesto sobre la apoptosis ya fue 
investigado, y se sugirió que en esos casos la muerte celular podría estar controlada 
por mecanismos independientes de las caspasas (Kim y col., 2001; Murahashi y col., 
2003).  
A pesar de la gran complejidad del mecanismo apoptótico intrínseco, el 
presente estudio aporta información novedosa sobre los mecanismos moleculares que 
median la muerte celular apoptótica en bivalvos. Los resultados de este estudio ponen 
de manifiesto que la PCR cuantitativa es una técnica muy precisa para determinar el 
efecto de los agentes genotóxicos sobre los organismos marinos y que los genes clave 
aquí descritos podrían servir como herramientas bioindicadoras del estrés ambiental. 
 187
III. Identificación de genes implicados en el mecanismo apóptico mitocondrial en Mytilus galloprovincialis
 
 CONCLUSIONES GENERALES 
 
I. Las secuencias de los genes que codifican para las proteínas ApelB y ApelP carecen 
de dominios conservados y son estructuralmente muy similares a las proteínas tipo 
apextrina; proteínas pertenecientes al grupo de la familia MACPF cuyos integrantes 
contienen dominios complejos y una función de ataque a la membrana. ApelB y ApelP 
podrían representar miembros más primitivos dentro de este grupo de proteínas 
II. El gen Macp es estructuralmente diferente a ApelB y ApelP. Presenta características 
comunes a los miembros ya descritos incluidos dentro de la familia MACPF y además 
posee varios dominios conservados 
III. ApelB, ApelP y Macp se sobre-expresan de manera específica durante los estadíos 
de desarrollo larvario de mejillón. ApelB y ApelP se expresan activamente durante las 
primeras horas de vida larvaria mientras que Macp está implicado en estadíos de 
desarrollo más avanzados 
IV. La regulación positiva de ApelB, ApelP y Macp en larvas infectadas con bacterias o 
estimuladas con patrones moleculares asociados a patógenos, pone de manifiesto su 
papel inmunológico y por tanto su participación en la respuesta inmune del mejillón 
mediterráneo 
V. La presencia de al menos, dos caspasas iniciadoras y cuatro caspasas ejecutoras, 
distintas en mejillón, evidencia la funcionalidad e importancia del proceso efector 
apoptótico en estos organismos. Las caspasas caracterizadas podrían presentar una 
especialización funcional ya que responden de distinta manera a estímulos diferentes 
como la luz ultravioleta, bacterias, PAMPs o contaminantes 
VI. La luz ultravioleta induce la producción de ROS en hemocitos de mejillón. Los 
hialinocitos presentan mayor disposición a sufrir apoptosis y de manera más rápida que 
los granulocitos, siendo éstos últimos los que alcanzan niveles de ROS más elevados 
VII. La luz ultravioleta induce el proceso apoptótico en hemocitos de mejillón 
acompañado de todas las alteraciones morfológicas celulares típicas  
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Conclusiones
 VIII. La descripción de seis genes pertenecientes a familias proteicas diferentes en 
mejillón e implicados en procesos de apoptosis mitocondrial, sugiere la existencia de 
un mecanismo intrínseco en moluscos próximo en complejidad, al de vertebrados 
IX. El tratamiento de hemocitos de mejillón, antes de ser expuestos a la luz 
ultravioleta, con el reactivo pifithrin-alpha evidencia que la apoptosis mitocondrial en 
moluscos bivalvos está mediada por mecanismos transcripcionales y no 
transcripcionales dependientes del p53 
X. Los genes apoptóticos mitocondriales caracterizados, se modulan mostrando 
cinéticas diferentes frente a un único estímulo ambiental como es la luz ultravioleta 
XI. El estudio de la apoptosis, mediante citometría de flujo y la expresión de genes, a 
través de PCR cuantitativa son métodos precisos y sensibles en comparación con las 
metodologías usadas tradicionalmente y podrían servir como biomarcadores generales 
de contaminación 
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